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Referat: 
Pseudomonas aeruginosa ist ein gramnegatives Bakterium, welches insbesondere bei abgeschwächter 
Immunabwehr schwere Infektionen auslösen kann. Es besitzt eine hohe intrinsische Resistenz 
gegenüber Antibiotika, so dass nur eine begrenzte Auswahl an Antimikrobiotika wie beispielsweise 
Amimnoglykoside  für  die  Behandlung  zur  Verfügung  steht.  Unter  Antibiotikatherapie  wird  zudem 
eine schnelle Resistenzentwicklung beobachtet, daher ist die Weiterentwicklung und Optimierung der 
Therapieoptionen von großer Bedeutung.  
Die  vorliegende  Arbeit  untersucht  den  Einfluß  von  Colistin  auf  die  Aminoglykosidresistenz  bei 
Pseudomonas aeruginosa. 25 Bakterienstämme, die zu Beginn gegenüber Amikacin, Tobramycin und 
Gentamicin  resistent  waren,  wurden  Colistin  ausgesetzt.  Mithilfe  des  Epsilometertests  wurde  die 
minimale  Hemmkonzentration  der  Antibiotika  für  die  zu  untersuchenden  Bakterienstämme  vor  und 
nach Colistineinfluss bestimmt. Es konnte ein signifikanter Rückgang der minimalen 
Hemmkonzentration nach Colistineinwirkung dokumentiert werden. 
Zu den Hauptresistenzmechanismen von Pseudomonas aeruginosa gehören die Effluxpumpen, welche 
die  Antibiotika  aus  dem  Bakterium  ausschleußen.  Für  den  Transport  von  Aminoglykosiden  ist  die 
MexXY-Pumpe verantwortlich, die in dieser Arbeit weiteruntersucht wurde. Durch eine quantitative 
Echtzeit-PCR unter Nutzung des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) wurde die 
Expression der Pumpe vor und nach Colistin verglichen. Es konnte nachgewiesen werden, dass durch 
Colistin die Expression reduziert wurde. 
Ein linearer Zusammenhang zwischen MHK-Veränderung und mexXY-Expressionslevel wurde 
anhand  der  Untersuchungsergebnisse  nicht  ermittelt.  Es  ist  dementschprechend  davon  auszugehen, 
dass  andere  Resistenzmechanismen  ebenfalls  durch  Colistin  beeinflusst  werden  und  so  die  MHK-






AB   Antibiotikum 
AK   Amikacin 
AME    Aminoglykosid-modifizierende Enzyme 
AmpC    AmpC Beta-Laktamasen 
Aqua dest.  Aqua destillata 
AWMF Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen 
Fachgesellschaften e.V.  
BAL   Bronchoalveoläre Lavage 
Bp   Basenpaare 
CF    Cystische Fibrose 
CTFR-Gen  Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator-Gen 
DEPC   Diethyldicarbonat 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DNA   deoxyribonucleic acid 
E.coli   Escherichia coli 
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 
EPI   Effluxpumpeninhibitoren 
ESBL   Extended-Spectrum-Betalaktamasen 
Fab-Antikörper  Fragment antigen binding-Antikörper 
GM   Gentamicin 
HTX   Herztransplantation 
ID   Identifikationsnummer 
KbE   Koloniebildende Einheit 
KU   Katheterurin 
LPS   Lipopolysaccharide 
LTX   Lungentransplantation 
MDR    multidrug resistant 





MHK   Minimale Hemmkonzentration 
MH-Platte  Müller-Hinton-Platte 
MSU   Mittelstrahlurin 
MW   Mittelwert 
NaHMP  Natriumhexametaphosphat 
NCCLS  National Committee for Clinical Laboratory Standards 
NR   Normalized Ratio 
OMF   outer membrane factor 
Opr   Operon 
ParRS     Peptide-adaptive resistance regulator and sensor 
PCR   Polymerase chain reaction 
p.o.    per os 
Ps.aer.    Pseudomonas aeruginosa 
QRDR    quinolone resistance-determining regions 
RNA   ribonucleic acid 
RND    resistance-nodulation-cell division family 
RO   Sauerstoffradikale 
RT-PCR  Real Time-PCR 
SD   standard deviation 
TAE-Puffer  TRIS-Acetat-EDTA-Puffer 
TetR-like Protein Tetracyclin Repressor-like Protein 






A  Absorption 
b  Schichtdicke 
c  Konzentration, Zelldichte 
Cp  Crossingpoint 
e  Extinktionskoeffizient 
E  Effizienz 
H2O  Wasser 
H2O2  Wasserstoffperoxid 
λ  Wellenlänge 
Lg  Logarithmus 
N  Fallzahl 
t  Zeit 
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1.1 Pseudomonas aeruginosa  
1.1.1 Allgemeines 
Pseudomonas  aeruginosa  ist  ein  in  der  Umwelt  ubiquitär  vorkommendes,  gramnegatives 
Stäbchenbakterium und gehört zu den wichtigsten nosokomialen Pathogenen, vor allem auf 
Intensivstationen (Stover et al. 2000, Vincent et al. 1995). Reservoir für Infektionen in Kli-
niken  sind  Waschbecken,  Toiletten,  Duschen  oder  Vasen.  Auch  Lebensmittel  oder  Instru-
mente können kontaminiert sein (vgl. hierzu und im Folgenden Suerbaum et al. 2012). Zu-
sätzlich  weist  auch  ein  kleiner Teil  der  gesunden  Bevölkerung  eine  Besiedlung  von  Nase, 
Rachen  und  Stuhl  auf,  so  dass  neben  der  Übertragung  aus  dem  Umweltreservoir  und  der 
Übertragung von Patient zu Patient auch eine endogene Infektion möglich ist. Pseudomonas 
aeruginosa  führt  häufig  zu  nosokomialen  Infektionen  wie  Pneumonien  unter  Beatmung, 
Wund- und Harnwegsinfektionen. Patienten mit Verbrennungswunden haben ein besonders 
hohes Risiko für Hautinfektionen mit Pseudomonas-Spezies. Zu den ambulant erworbenen 
Infektionen gehören die Keratitis insbesondere bei Kontaktlinsenträgern, die Dermatitis, die 
Otitis  externa,  chronische  Lungeninfektionen  bei  Mukoviszidose  und  die  Endokarditis  bei 
intravenöser Drogenapplikation.  
Pseudomonas aeruginosa verfügt über ein sehr großes Genom (6,5–6,7 Mbp), dessen Gene 
für eine Vielzahl von Außenmembranproteinen, u.a Sekretionssysteme für Virulenzfaktoren 
und Effluxpumpen, kodieren. Zu den Virulenzfaktoren zählen Pili, die für Motilität und Ad-
härenz an den Wirtszellen verantwortlich sind sowie das Exopolysaccharid Alginat, welches 
einen wichtigen Schutz vor Phagozytose darstellt. Des Weiteren gehören eine Vielzahl von 
Proteasen zu ihnen, die u.a. Immunglobuline und Komplementfaktoren der Wirtszelle spal-
ten, außerdem das Exotoxin A und Pyocyanin mit seiner zytotoxischen Wirkung. Durch den 
Verlust der Integrität der Haut- und Schleimhautbarriere kommt es zu einer Vermehrung der 
Pseudomonaden  mit  starkem  Konzentrationsanstieg  der  Virulenzfaktoren,  wodurch  unter 
Überwindung des Komplementsystems invasive Infektionen entstehen können (Suerbaum et 





munsupprimierte  Patienten  und  solche  mit  prädisponierenden  Faktoren  wie  chronischen 
Lungenerkrankungen  sind  hauptsächlich  betroffen.  „Die  chronische  Lungeninfektion  der 
Atemwege durch Pseudomonas aeruginosa ist die Hauptursache für Morbidität und Mortali-
tät bei Mukoviszidose“ (Suerbaum et al. 2012, S.267).  
1.1.2 Pseudomonas und zystische Fibrose 
„Die zystische Fibrose ist die häufigste lebensverkürzende, autosomal-rezessiv vererbte Er-
krankung in Deutschland mit einer Häufigkeit von 1: 3300“ (AWMF 2013, Leitlinie „Diag-
nose der Mukoviszidose“, S. 4). Durch Mutation im CFTR-Gen entsteht eine Dysfunktion 
aller sekretorischer Epithelien, wodurch der Salz- und Wassertransport gestört ist, was wie-
derum zur Bildung von hochviskösem Sekret und Sekretstau führt (Suerbaum et al. 2012). 
Die  Mukoviszidose  kann  eine  Vielzahl  von  Organen  betreffen,  wobei  die  Beteiligung  der 
Lungen und deren zunehmende Funktionsverschlechterung für die Prognose der Betroffenen 
im Vordergrund stehen (Wagner 2003). Die respiratorische Insuffizienz ist heute für etwa 90 
Prozent der Todesfälle verantwortlich (Paul et al. 2001). 
Während im Kindesalter häufig Staphylococcus aureus und Haemophilus influenzae nach-
gewiesen werden, sind bei über 90 Prozent die Atemwege der Erwachsenen mit Pseudomo-
nas aeruginosa kolonisiert (Tamm et al. 2000). Eine Infektion mit Pseudomonas aeruginosa 
bei zystischer Fibrose ist ein lebenslanger Prozess bei dem verschiedene Stadien durchlaufen 
werden.  Zu  Beginn,  im  oft  asymptomatischen  Stadium,  sind  bereits  nonmukoide  Stämme 
nachweisbar (Kolonisation). Später folgt das Auftreten von mukoiden Stämmen. Eine chro-
nische Infektion liegt vor, wenn in mind. 50 Prozent der bakteriologischen Proben innerhalb 
eines Jahres Pseudomonas aeruginosa nachgewiesen wird (AWMF 2013, S3-Leitlinie             
„Lungenerkrankung bei Mukoviszidose“).                                           
Dank verbesserter Diagnostik und dem Einsatz antipseudomonal-wirkender Antibiotika hat 
sich die mittlere Überlebenszeit von CF-Patienten deutlich verbessert (Sens/Stern 2012). Der 
Median  der  Überlebenswahrscheinlichkeit  bei  Patienten  mit  Mukoviszidose  lag  2011  in 
Deutschland bei mindestens 40 Jahren (vgl. Sens/Stern 2012). 
Um  die  Bakterienzahl  und  somit  auch  die  Exazerbationsrate  niedrig  zu  halten,  wurde  die 





geringer systemischer Wirkung (Hodson et al. 1981) und der Verbesserung der Lungenfunk-
tionswerte,  der  Reduktion  von  Exazerbationen  und  Hospitalisierung  (Ramsey  et  al.  1993, 
Ramsey et al. 1999) wurden primär inhalative Aminoglykoside eingesetzt. Die Gefahr der 
langfristigen Inhalation von Aminoglykosiden bestand jedoch in der Resistenzentwicklung, 
weswegen alternative Antimikrobiotika in die Therapie eingeführt worden sind. 
Laut aktuellen Leitlinien zur Behandlung von Lungenerkrankungen bei Mukoviszidose be-
steht die Therapie der ersten Wahl bei Erstmanifestation einer Pseudomonas-
Besiedlung/Infektion  aus  einer  inhalativen  Behandlung  mit  Tobramycin  für  vier  Wochen 
bzw.  Ciprofloxacin  p.o.  und  inhalativer  Colistingabe  (Empfehlungsgrad  A,  AWMF  2013, 
S3-Leitlinie „ Lungenerkrankung bei Mukoviszidose“). Eine Kombination aus inhalativem 
Tobramycin  und  oraler  Ciprofloxacingabe  erbrachte  keine  hinreichende  Verbesserung  des 
Eradikationserfolges (Treggiari et al. 2011).  
Bei  Exazerbation  und  Pseudomonas-Nachweis  oder  fehlendem  Eradikationserfolg  werden 
die Patienten intravenös mit einer Zweier-AB-Kombination, häufig Aminopenicil-
lin/Cephalosporin  der  dritten  Generation  +  Aminoglykosid,  behandelt  (AWMF  2013,  S3-
Leitlinie „ Lungenerkrankung bei Mukoviszidose“).     
Chronische Infektionen mit wiederholten Antibiotikagaben zur Senkung der Keimlast führen 
jedoch zur Selektion multiresistenter Bakterienstämme (Suerbaum et al. 2012).                                                             
1.1.3 Resistenzlage 
Es gibt nur eine begrenzte Anzahl von Antibiotika mit einer zuverlässigen Wirksamkeit ge-
genüber  Pseudomonas  aeruginosa.  Dazu  gehören  pseudomonas-wirksame  Penicilline  und 
Cepahlosporine,  Carbapeneme,  Fluorchinolone  insbesondere  Ciprofloxacin  und  Aminogly-
koside. Eine 1999 veröffentlichte Studie von Carmeli et al. deckte eine Resistenzentwicklung 
bei 10,2 Prozent der untersuchten Pseudomonas aeruginosa-Stämme gegenüber mindestens 
einem der oben genannten Antibiotika während der antipseudomonalen Therapie auf. Dabei 
zeigte  sich  bei  der  Behandlung  mit  Imipenem  ein  2,9-fach  erhöhtes  Risiko  und  somit  die 
größte Wahrscheinlichkeit für das Auftreten einer Resistenz, während Ceftazidim das nied-






Pseudomonas aeruginosa besitzt eine natürliche Resistenz gegenüber verschiedenen Antibio-
tika. Zu den natürlichen Resistenzmechanismen gehören u.a. die Diffusionsbarriere der äuße-
ren  Membran  und  die  Basalproduktion  einer  induzierbaren  chromosomalen  ß-  Laktamase 
(AmpC) (Campbell et al. 1997, Livermore 2002). Zuletzt genannter Mechanismus bewirkt 
eine  Resistenz  gegenüber  ß-Laktamen,  welche  die  AmpC  ß-Laktamase  induzieren  und 
dadurch hydrolysiert werden (Livermore 1995). 
Eine gesteigerte Impermeabilität der Membran scheint ein wichtiger Mechanismus der Ami-
noglykosidresistenz zu sein (Mayer 1986). Eine Untersuchung von Li et al. zeigte, dass die 
Wirkung  von  Antibiotika  durch  den  Einsatz  von  Membrandestabilisatoren  wie EDTA  und 
NaHMP potenziert werden konnte (Li XZ et al. 2000).                                                             
Die Ausbildung eines Biofilms trägt auch zur Antibiotikaresistenz bei. Die genauen Mecha-
nismen sind jedoch noch nicht vollständig untersucht (Hoiby et al. 2010). Es wird vermutet, 
dass der Sauerstoffmangel im Biofilm für die verminderte Empfindlichkeit gegenüber Anti-
biotika  verantwortlich  ist  (vgl.  Borriello  et  al.  2004).  Es  besteht  die  Annahme,  dass  die 
Stämme im Biofilm Anaerobier sind (Hassett et al. 2009) und viele der eingesetzten Antibio-
tika unter anaeroben Bedingungen inaktiv oder weniger aktiv sind (Schobert/Tielen 2010). 
Zudem  wurden  in  Biofilmen  hochresistente  Subpopulationen  entdeckt,  die  als  „persister" 
bezeichnet werden und der primäre Mechanismus für die fehlende Antibiotikawirksamkeit 
sein könnten (Lewis 2008, Mulcahy et al. 2010). 
Zu den erworbenen Resistenzen zählen die chromosomalen Mutationen sowie der Erhalt von 
fremdem  Erbgut  (Davies  1994).  Fremdes  Erbgut  kann  unter  anderem  mittels  Konjugation 
durch  Plasmide  oder  Transduktion  mithilfe  von  Bakteriophagen  von  resistenten  Bakterien 
auf Pseudomonas aeruginosa übertragen werden. Es wurde bei Pseudomonas aeruginosa eine 
Vielzahl  von  erworbenen  Resistenzgenen  entdeckt,  die  für  Aminoglykosid-modifizierende 
Enzyme oder ß-Laktamasen kodieren (Bonomo/Szabo 2006). Auch das Auftreten von ESBL 
und  Metallo-ß-Laktamasen  wurde  bei  Pseudomonas-Stämmen  beschrieben  (Castanheira  et 





Neben dem horizontalen Transfer von Resistenzgenen treten häufig Mutationen auf. Beispie-
le  dafür  sind  Veränderungen  in  den  Chinolon-Resistenz-bestimmenden  Regionen  (QRDR) 
der Gene, die für die Kodierung der DNA-Gyrase und der Topoisomerase IV verantwortlich 
sind und eine wichtige Rolle in der Chinolonresistenz spielen (Jalal/Wretlind 1998).  
Durch den Verlust des OprD (ein Porin, das kleine Kanäle bildet, durch die Carbapeneme 
gelangen) wird eine Imipenemresistenz sowie eine verminderte Meropenem-Empfindlichkeit 
bewirkt (Ochs et al. 1999). Der Verlust und die Veränderung des OprD-Proteins stellen da-
mit die häufigste Ursache für die Carbapenemresistenz dar (Wang et al. 2010).  
Die  Mutationen  können  wachstumsabhängig  bei  schnell  wachsenden  Zellen  auftreten  oder 
adaptiv  bei  langsam  wachsenden  Zellen  mit  Selektionsdruck.  Hierbei  kommt  es  zu  einer 
reversiblen Unempfindlichkeit gegenüber einem Antibiotikum nach erster Exposition. Diese 
Eigenschaft tritt dosisabhängig auf. Barclay et al. konnten nachweisen, dass eine Herabregu-
lation  der  Aminoglykosidaufnahme  unter  Therapie  mit  Tobramycin  auftritt  (Barclay  et  al. 
1996).  
Effluxpumpen der RND-Familie nehmen eine Sonderstellung ein, da sie sowohl zur intrinsi-
schen  als  auch  zur  erworbenen  Antibiotikaresistenz  beitragen.  Diese  Membrantransporter-
Proteine  exportieren  neben  Antimikrobiotika  auch  Salze,  Pestizide,  toxische  Lipide,  Lö-
sungsmittel u.ä. (Poole 2005). Bislang wurden 12 Effluxpumpen-Systeme identifiziert (Poole 
2011), unter denen vier (MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN und MexXY-OprM) 
als  bestimmende  Größen  für  die  Multiresistenz  verantwortlich  gemacht  werden  (Poole, 
2004). Die Expression von MexCD-OprJ und MexEF-OprN wird in Wildtyp-Stämmen stark 
supprimiert und dient nur der erworbenen Resistenz (Kohler et al. 1997, Poole et al. 1996). 
Durch  deren  gesteigerte  Expression  entstehen  Resistenzen  gegenüber  Chinolonen  und  ß-
Laktam-Antibiotika. MexAB-OprM, was konstitutiv exprimiert wird, trägt zur intrinsischen 
Resistenz von Pseudomonas aeruginosa gegenüber ß-Laktamen, Chloramphenicol, Sulfona-
miden,  Makroliden,  Tetracyclinen  u.a.  bei  (Li  XZ  et  al.  2000).  Eine  Überexpression  der 
MexAB-OprM-Effluxpumpe ist am häufigsten mit einer ß-Laktam-Resistenz assoziiert (To-
mas et al. 2010). Die Effluxpumpe MexXY-OprM hat ein sehr breites Spektrum. So werden 
über  diesen  Transporter  Resistenzen  gegenüber  Chinolonen,  Makroliden,  Tetracyclinen, 





einzige Pumpe, die Aminoglykoside als Substrat erkennt und so eine Aminoglykosidresis-
tenz vermittelt (Masuda et al. 2000a). Außerdem stellt sie eine Besonderheit dar, da deren 
Operon  durch  Antibiotika  induziert  wird,  die  das  Effluxsystem  exportiert  (Masuda  et  al. 
2000b). Die Prävalenz einer Effluxpumpen-Überproduktion reicht bei Ps.aer.-Stämmen von 
14 bis 75 Prozent (Aeschlimann 2003). 
Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Inaktivierung der Effluxpumpen und eine erhöhte 
Membranpermeabilität die Antibiotika-Empfindlichkeit erhöhen, insbesondere wenn beides 
kombiniert vorliegt (Li, XZ et al. 2000, Nikaido 1998).  
Eine Kombination aus hochregulierten Effluxpumpen, Verlust von OprD und Impermeabili-
tät der Membran kompromittiert jede Antibiotikaklasse mit Ausnahme der Polymyxine, wo-
bei  ein  sequentielles  Auftreten  der  verschiedenen  Resistenzmechanismen  wahrscheinlicher 
ist als  ein  simultanes (Livermore  2002). Im  Falle  der  Aminoglykoside  ist  der Anstieg  der 
minimalen  Hemmkonzentration  (MHK)  eher  aufgrund  der  chromosomalen  Veränderungen 
als durch Erhalt von genetischem Material zu erklären (MacLeod et al. 2000). 
Bei den Ps.aer.-Stämmen von Patienten mit cystischer Fibrose gehört ein großer Anteil zu 
den sogenannten „mutator strains“ (Oliver et al. 2000, S.1252). Diese Stämme zeichnen sich 
durch eine gesteigerte Spontanmutationsrate durch eine beispielsweise beeinträchtigte Funk-
tion des Korrekturlesens  der  DNA  oder  Reparatur fehlerhafter  DNA  aus.  Sie  haben  damit 
scheinbar  einen  Vorteil,  sich  an  verschiedene,  häufig  wechselnde  Umwelteinflüsse  rasch 
anzupassen, wie z.B. bei chronisch infiziertem Lungengewebe von CF-Patienten (Oliver et 
al. 2000).  
Laut einer deutschen Studie von Henrichfreise gehören zu den Hauptresistenzmechanismen 
Mutationen  der  DNA-Gyrase  (91%),  die  Überproduktion  von  MexXY-OprM  (82%),  der 
Verlust des Zellwandporins OprD (82%) sowie die AmpC-Überproduktion (73%). In besag-
ter klinischer Studie zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den Stämmen von CF und 
non-CF-Patienten. Zahlreiche Gene, die für Aminoglykosid-modifizierende Enzyme kodie-
ren sowie verschiedene Veränderungen der Topoisomerase II, die mit einer hohen Fluorchi-
nolonresistenz einhergehen oder die Überexpression von MexAB-OprM konnten lediglich in 





et  al.  2007).  Eine  Studie  von  Morita  et  al.  konnte  darlegen,  dass  bei  MDR-Pseudomonas 
aeruginosa-Stämmen von Non-CF-Patienten das  MexXY-Pumpensystem in besonderem 
Maße an der Entwicklung einer höhergradigen Aminoglykosidresistenz in Kombination mit 
Aminoglykosid-modifizierenden Enzymen (AMEs) beteiligt ist (Morita et al. 2012). AMEs 
sind  bestimmende  Faktoren  für  die  Aminoglykosidresistenz,  jedoch  nicht  bei  CF-Isolaten 
(Poole 2011). Bei den CF-Stämmen sind die Mechanismen noch nicht hinreichend bekannt 
(Islam et al. 2009). 
1.2 Colistin 
1.2.1 Wirkungsweise und Pharmakokinetik von Colistin 
Colistin  gehört  zu  den  Polypeptiden.  Es  ist  ein  kationisches  cyclisches  Dekapeptid  und  in 
zwei  Varianten  kommerziell  erhältlich:  als  Colistinsulfat  und  als  Colistimethat-Natrium. 
Erstere Form wird oral zur Darmdekontamination sowie topisch bei Hautinfektionen einge-
setzt. Zweitere ist weniger potent, aber auch weniger toxisch und kann als Lösung intrave-
nös, intramuskulär und inhalativ eingesetzt werden. Durch die Bindung des positiv gelade-
nen Colistins an die negativ geladenen LPS-Moleküle der Zellmembran wird diese beschä-
digt, wodurch die Membranpermeabilität erhöht wird. Es kommt zum Austritt von Zellinhalt 
und somit zum Zelltod.  
Neben der bakteriziden Wirkung besitzt Colistin auch eine Anti-Endotoxin-Wirkung (Fala-
gas/Kasiakou 2005). Colistin ist wirksam gegen eine Vielzahl gramnegativer, aerober Bakte-
rien wie Acinetobacter, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiellen, Enterobacter, Shigellen, Sal-
monellen  und  E.coli,  es  besitzt  jedoch  keine  Wirkung  gegenüber  grampositiven  und  -
negativen Kokken, grampositiven Stäbchen, Anaerobiern, Pilzen und Parasiten (Fala-
gas/Kasiakou 2005).  
Die Elimination von Colistin erfolgt durch glomeruläre Filtration (Li J et al. 2003, Li J et al. 
2004).  Eine  Resorption  über  den  Magen-Darm-Trakt  sowie  eine  biliäre  Exkretion  werden 
nicht beschrieben. Die Halbwertszeit liegt bei zwei bis drei Stunden, wobei Spitzenkonzent-
rationen nach intravenöser Gabe innerhalb von zehn Minuten erreicht werden (Michalopou-





Zu den Nebenwirkungen des Polypeptids gehören Nephrotoxizität, Neurotoxizität (Schwin-
del, Schwäche, Ataxien und Parästhesien), Hautveränderungen wie Urtikaria, pseudomemb-
ranöse Colitis, Bronchokonstriktion und thorakales Engegefühl nach inhalativer Applikation 
sowie Krampfanfälle nach intrathekaler Gabe (vgl. Falagas/ Kasiakou 2005). In älteren Ver-
öffentlichungen wurde die Häufigkeit nephrotoxischer Nebenwirkungen mit 20 Prozent an-
gegeben, die für neurotoxische mit sieben Prozent (Koch-Weser et al. 1970). Neuere Studien 
berichten jedoch über eine deutlich geringere Inzidenz (Michalopoulos et al. 2005b). 
1.2.2 Einsatz von Colistin 
Bereits 1963 nutzten Pino und seine Mitarbeiter inhalatives Colistin bei Patienten mit Lun-
geninfektionen (Pino et al. 1963). Acht Jahre später berichteten Marschke und Sarauw von 
zwei Fällen, bei denen eine Pseudomonas-Pneumonie bei Patienten mit Bronchiektasen und 
chronischer Bronchitis mit inhalativem Colistin behandelt wurde (Marschke/ Sarauw 1971).  
In den frühen 1980er Jahren wurde dann der Einsatz von Colistin insbesondere in intravenö-
ser  Applikationsform  aufgrund  der  starken  Nebenwirkungen  und  der  Entwicklung  besser 
verträglicher Pseudomonas-wirksamer Präparate beendet. Er war lange auf Prävention und 
ergänzende Behandlung von Pseudomonas aeruginosa-Besiedlungen der Lunge bei CF be-
schränkt (Valerius et al. 1991).  
Neuere  Veröffentlichungen,  wie  die  von  Hamer,  konnten  jedoch  den  zusätzlichen  Nutzen 
von inhalativem Colistin in der Behandlung von nosokomial erworbenen Pneumonien durch 
Pseudomonas belegen (Hamer 2000). 
Besonders viele Erfahrungen existieren im Einsatz von vernebeltem Colistin bei zystischer 
Fibrose  zur  Prävention  und  Behandlung  von  Lungeninfektionen,  die  durch  Pseudomonas 
hervorgerufen  werden.  Durch  Studien  konnte  belegt  werden,  dass  diese  Behandlung  eine 
Reduktion von erneuten Lungeninfektionen und eine Verzögerung der Verschlechterung der 
Lungenfunktion erzielte. Auch akute Exazerbationen werden erfolgreich durch Colistininha-







Das Auftreten und die Ausbreitung von multiresistenten Ps.aer.-Infektionen werden mit gro-
ßer Sorge betrachtet, da es nur sehr wenige gegen diese Stämme wirksame Antibiotika gibt 
(Fischbach/Walsh 2009, Poole 2011). Das Problem der steigenden Antibiotikaresistenz er-
scheint umso bedrohlicher, wenn man die sehr begrenzte Zahl an neu entwickelten Antibiot-
ka betrachtet. Insbesondere die geringe Membranpermeabilität sowie das Vorhandensein von 
Multidrug Efflux-Transportern gestaltet die Neuentwicklung von Antibiotika für gramnega-
tive Bakterien schwierig. (Fischbach/Walsh, 2009). 
Ziel  der  vorliegenden  Untersuchung  ist  es  gewesen,  herauszufinden,  ob  und  in  welchem 
Ausmaß der Einsatz von Colistin in vitro einen Einfluß auf die minimale Hemmkonzentrati-
on von Aminoglykosiden bei Pseudomonas aeruginosa ausübt. In früheren Studien, wie die 
von Tamm et al., konnte bereits in vivo ein Zusammenhang festgestellt werden (Tamm et al. 
2000). Auch Bauldoff et al. beobachteten in ihrer Studie, dass CF-Patienten mit zuvor panre-
sistenten  Pseudomonas-Stämmen  nach  Colistininhalation  mit  Pseudomonas-Isolaten  besie-
delt waren, die sich gegenüber Aminoglykosiden sensiblel zeigten (Bauldoff et al. 1997). 
Da  hinsichtlich  der  Aminoglykoside  die  Hochregulation  der  MexXY-Effluxpumpe  als  der 
am  weitesten  verbreitete  Resistenzmechanismus  (Armstrong/Miller  2010)  betrachtet  wird 
und  die  mexXY-Expression  den  führenden  Resistenzmechanismus  bei  Bakterienstämmen 
von Patienten mit CF und Lungeninfektionen darstellt (Henrichfreise et al. 2007; Vettoretti 
et al. 2009; Poole 2011,), soll in dieser Arbeit untersucht werden, inwieweit die Colistinein-
wirkung Einfluß auf die Synthese der MexXY-Pumpe hat. 
 




2. Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Bakterien 
Für  diese  Arbeit  wurden  25  Pseudomonas  aeruginosa-Stämme  untersucht,  die  gegenüber 
Amikacin, Tobramycin und Gentamicin resistent sind.  
Zusätzlich  wurde  ein  sensibler  Pseudomonas  aeruginosa-Stamm  aus  der  Stammsammlung 
als Referenzstamm ausgewählt. 
Tabelle 1 Pseudomonas aeruginosa-Stämme  
Stamm Patient Geschlecht Alter Diagnose Mucoid Materialart ID 
1 A W 40 Wund- 
infektion 
 Abstrich VA 23613 
2 B M 72 Harnwegs- 
infektion 
 MSU UR 12648 
3 C W 58 Pneumonie 
nach LTX 
 BAL VA 25678 
4 D W 27 CF -  Sputum SU 344¹ 
5 D W 27 CF -  Sputum SU 344² 
6 E M 22 CF       + Sputum SU 675¹ 
7 F W 29 CF -  Sputum SU 3184¹ 
8 F W 29 CF -  Sputum SU 3184² 
9 G W 20 CF -  Sputum SU 2138 
10 H M 30 CF -  Sputum SU 2236¹ 
11 I W 57 Sepsis  Blutkultur BK 7987 
12 J M 4 Pneumonie  BAL VA 23880 
13 K W 24 CF       + Sputum SU 1049¹ 
14 L W 23 CF       u Sputum SU 428¹ 
15 L W 23 CF       u Sputum SU 428² 
16 L W 23 CF       u Sputum SU 428³ 
17 M M 35 CF       u Sputum SU 160² 
18 M M 35 CF       u Sputum SU 160³ 
19 N W 28 CF       + Sputum SU 1817² 
20 O M 27 CF -  BAL SU 1497 










23 R W 26 CF         + Sputum SU 1418 
24 S M 27 CF         + BAL VA 18393 
25 T M 73 u  KU UR 2747 
 




Referenzstamm (Universität Leipzig; Institut für Mikrobiologie) 
 
Stamm Patient Geschlecht Alter Erkrankung Materialart ID 




u unbekannt, Angaben beziehen sich auf Patienten 
 
2.1.2 Antibiotika 
In Tabelle 2 sind die verwendeten Antibiotika aufgelistet. 
Tabelle 2 Antibiotika  
Antibiotika  Hersteller 
Aminoglykoside Amikacin Etest® AB Biodisk, bioMérieux 
Tobramycin Etest® AB Biodisk, bioMérieux 
Gentamicin Etest® AB Biodisk, bioMérieux 
Colistin Colistin Etest® AB Biodisk, bioMérieux 
Colistinsulfat Serva, Heidelberg 
 
2.1.3 Nährmedien 
Tabelle 3 stellt die genutzten Nährmedien dar. 
Tabelle 3 Nährmedien 
Nährmedium Hersteller 
Columbia Blut Agar Oxoid, Hampshire, UK 
Mueller Hinton II Agar BD Becton Dickson, USA 
LB-Medium Lennox Roth, Karlsruhe 
 
2.1.4 RNA-Präparation: Puffer, Lösungen, Enzyme und Kit  
Tabelle 4 zeigt die für die RNA-Präparation benötigten Materialien. 
Tabelle 4 Komponenten für die RNA-Präparation  
Komponenten Hersteller, Zusammensetzung 
RNAprotect® Bacteria Reagent 
- Bacteria Reagent 
- RLT-Puffer 
- RNase freies Wasser 
Qiagen GmbH, Hilden 
TE-Puffer 10mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8.0 
Lysozyme, Protein ≥ 90% Sigma-Aldrich, Deutschland 
Ethanol > 99,9 % J.T. Baker, Niederlande 
 
 




Tabelle 4 Fortsetzung  
RNeasy® Protect Bacteria Mini Kit 
- RW1 Puffer 
- RPE-Puffer 
- RNase freies Wasser 
Qiagen GmbH, Hilden 
RNase-Free DNase Set 
- DNase I 
- RDD-Puffer 
Qiagen GmbH, Hilden 
RNeasy® MinElute® Cleanup 
- RLT-Puffer 
- RPE-Puffer 
Qiagen GmbH, Hilden 
ß-mercaptoethanol Merck, Darmstadt 
 
2.1.5 Reverse Transkription: Puffer, Enzym, Lösungen, Primer und Kit 
In Tabelle 5 sind die verwendeten Materialien verzeichnet. 
Tabelle 5 Materialien für Reverse Transkription 
Komponenten Hersteller 
Omniscript® RT Kit 
- RT-Puffer 
- dNTP Mix 5 mM 
- Omniscript Reverse Transcriptase 
Qiagen GmbH, Hilden 
Oligo-dT 15 Primer (10 µM) Promega, Madison, USA 
RNase-inhibitor (40 units/µl) RNasin® Promega, Madison, USA 
 
2.1.6 RT-PCR: Oligonukleotide, Enzyme, Kit und weitere PCR-Komponenten 
Die in Tabelle 6 dargestellten Oligonukleotide wurden von der TIB Molbiol Syntheselabor 
GmbH, Berlin nach Quantifizierungsassay bereitgestellt. 
Tabelle 6 Oligonukleotide  
Bezeichnung Target Sequenz 5´- 3´ Referenz 
mexX F mexX CgATCCgATCTACgTgAACTTCT diese Arbeit 
mexX A mexX gggTACTCgCTgCCgTC diese Arbeit 
mexX S mexX ACgTgAACTTCTCCCAgCC diese Arbeit 
mexX R mexX TTTgggTTgACCACCTTgAC diese Arbeit 
mexX FL mexX gCgAAggCCAggTgAAgggT-FL diese Arbeit 
mexX LC mexX 640-TCgCCgACAAggACATCgCCg p diese Arbeit 
RpsL F RpsL CgTAAggTATgCCgTgTACgTC diese Arbeit 
RpsL S RpsL gCCgTgTACgTCTgACCAA diese Arbeit 
RpsL A RpsL CggAAggTCCTTTACACgAC diese Arbeit 
RpsL R RpsL gCgCACggTgTggTAAC diese Arbeit 








Tabelle 6 Fortsetzung 




Tabelle 7 zeigt die übrigen Bestandteile für die RT-PCR. 
Tabelle 7 Enzyme, Kit und weitere PCR-Komponenten 
Bezeichnung Hersteller 
LightCycler®FastStart DNA Master Hyb-
probe: Reaktionsmix enthält Taq Polymera-
se, Reaktionspuffer, dNTP mix 
Roche 
Magnesiumchlorid Roche 
DMSO Sigma-Aldrich, Deutschland 
Reagenzwasser Sigma-Aldrich, Deutschland 
 
2.1.7 Gelelektrophorese 
In Tabelle 8 sind die für die Gelelektrophorese verwendeten Materialien aufgelistet. 
Tabelle 8 Materialien für die Gelelektrophorese 
Komponente Hersteller/ Zusammensetzung 
Agarose Sigma-Aldrich, Deutschland 
TAE-Puffer Tris-Eisessig-EDTA 
Bromphenolblau Institut für Mikrobiologie Leipzig 
100 bp DNA Ladder Invitrogen, Karlsruhe 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Deutschland 
 
2.1.8 Chemikalien 
Die in dieser Arbeit sonstig verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 9 dargestellt. 
Tabelle 9 Chemikalien 
Chemikalien Hersteller 
api® NaCl 0,85% Medium, 3 ml bioMérieux, Nürtingen 
Aqua dest. ( Milli-Q ) Millipore, Molsheim, Frankreich 
RNase Zap® Sigma-Aldrich, Deutschland 
DEPC H2O Roth, Karlsruhe 
 
2.1.9 Geräte 








Tabelle 10 Geräte  
Gerät Hersteller 
Bio Doc Analyze Video System Biometra. Göttingen 
Brutschrank Heraeus Instruments 
Collection tubes RNeasy® Protect Bacteria 
Mini Kit 
Qiagen 
Cryobank™-Kryoröhrchen Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld 
Drigalski-Spatel  
Elektrophoresekammer  Bio-Rad Laboratories, USA 
Eppendorf Research Pipette 0,5-10 µl, 10- 
100 µl, 100-1000 µl 
Eppendorf, Hamburg 
Eppendorf Safe-Lock Gefäße 1,5 ml Eppendorf 
Erlenmeyerkolben 300 ml Jenaer Glas, GDR 
Glaskapillaren LightCycler Roche 
Impfschlingen Sarstedt, Nümbrecht 
Kühlschrank Liebherr 
Küvetten Cuvettes 100 Sarstedt 
LightCycler Roche 
Magnetrührer MR 3001 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 
Schwachbach 




- Ultrospec 2000 
- NanoDrop ND-1000 
 
Pharmacia Biotech, Deutschland 
peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Pinzette, steril Roth, Karlsruhe 
Pipetten 10 ml, 50 ml, steril Sarstedt, Nümbrecht 
Pipettenspitzen mit Filter Greiner Bio-One GmbH, Solingen 
Pipetus®-akku Hirschmann Laborgeräte 
Röhrchen verschließbar 15 ml, 50 ml, steril Sarstedt 
Schüttelwasserbad B.Braun, Melsungen 
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg 
Tiefkühlschrank Heraeus Instruments 
Vortexer REAX 2000                                          Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 
Schwabach 
Waage MC1 Sartorius, Göttingen 
Wattestäbchen, steril Hartmann 
Werkbank HERASafe KS Thermo Scientific 
Zentrifuge  
- Biofuge fresco 
- Megafuge 1.OR 











2.2.1 Einfluss von Colistin auf die minimale Hemmkonzentration 
2.2.1.1 Stammauswahl 
Die untersuchten Bakterienstämme wurden von Patienten der Universitätsklinik Leipzig im 
Zeitraum von 2005 bis 2008 isoliert. 17 der Bakterienstämme wurden von Patienten gewon-
nen, die an cystischer Fibrose erkrankt sind, acht der Stämme von Patienten ohne diese Erb-
krankheit. 
2.2.1.2 MHK-Bestimmung vor Colistineinwirkung 
Die  minimale  Hemmkonzentration  (MHK)  bezeichnet  die  niedrigste  Konzentration  eines 
Antibiotikums,  die  das  Bakterienwachstum  hemmt  (vgl.  hierzu  Suerbaum  et  al.  2012,  S. 
144). 
Die  MHK  der  drei  Testantibiotka  (Gentamicin,  Tobramycin,  Amikacin)  und  von  Colistin 
wurde mittels Epsilometer-Test (Etest®) bestimmt. Dabei handelt es sich um einen standar-
disierten  Agar-Diffusionstest.  Auf  der  Unterseite  des  Teststreifens  ist  ein  Antibiotikum  in 
absteigender Dosierung aufgebracht, auf der Oberseite des Streifens befindet sich eine Skala 
mit Angabe der Antibiotika-Konzentration. Beim Auflegen des Teststreifens diffundiert das 
Antibiotikum auf die Oberfläche der beimpften Agarplatte und hemmt das Bakterienwachs-
tum. 
Von den zuvor über Nacht auf Columbia-Agar bebrüteten Pseudomonas aeruginosa-
Stämmen  wurden  vereinzelte  Kolonien  mit  einem  sterilen  Baumwolltupfer  in  0,85%-ige 
Natriumchlorid-Lösung  eingerieben.  Es  erfolgte  die  Herstellung  einer  Suspension  entspre-
chend  des  McFarland-Standards  0,5  (entspricht  einer  Bakteriendichte  von  150x106  Zel-
len/ml). Mit einem sterilen Tupfer wurde die Suspension gleichmäßig in alle drei Richtungen 
ausgestrichen auf die Oberfläche der Müller-Hinton-Platten aufgetragen. Nachdem die Aga-
roberfläche vollständig getrocknet war, wurden je zwei Etest®-Streifen pro Platte gegenläu-
fig aufgelegt. 




Pro untersuchtem Bakterienstamm erfolgte die Bestimmung der MHK von Amikacin, 
Tobramycin, Gentamicin und Colistin. 
Die Bakterien wurden für 18 Stunden bei 37° C bebrütet. Nach Inkubation bildet sich ein 
ellipsoider Hemmhof, der den Teststreifen bei einer entsprechenden Antibiotika-
konzentration schneidet (je nach Empfindlichkeit des zu untersuchenden Bakterienstammes). 
An diesem Schnittpunkt wurde die MHK abgelesen. Die Interpretation bezüglich der Kate-
gorien sensibel-intermediär-resistent erfolgte nach den NCCLS-Richtlinien, USA zur Resis-
tenztestung von Mikroorganismen, die im Anhang dargestellt sind. 
2.2.1.3 Colistinpassage 
Nach Bestimmung der MHK für Colistin wurden die Bakterienstämme mit Colistin bebrütet, 
dessen  Konzentration  der  Hälfte  der  ermittelten  MHK  entsprach.  Dazu  ist  dem  MH-Agar 
Colistinsulfat in entsprechender Konzentration  zugesetzt  worden.  Es  erfolgte eine  5-tägige 
Passage: eine Einzelkolonie wurde auf die mit Colistin versetzte MH-Platte aufgetragen und 
für 24 Stunden bei 37° Grad inkubiert. Anschließend wurde von dieser Platte eine einzelne 
Kolonie auf die nächste Platte übertragen und 24 Stunden bebrütet. Dieser Vorgang wurde 
fünfmal wiederholt. 
Nach der ersten 5-tägigen Passage wurde eine wiederholte MHK-Bestimmung mittels Etest® 
durchgeführt. 
Im Anschluss erfolgte erneut eine 5-tägige Passage auf MH-Platten mit einer Colistinkon-
zentration  der  Hälfte  der  ermittelten  MHK  entsprechend  und  die  weiterführende  Bestim-
mung  der  MHK.  Bakterienstämme,  bei  denen  starke  Veränderungen  der  MHK  auffielen, 
wurden nochmals mit Colistin bebrütet, um zu prüfen, ob sich durch weitere Colistinzufuhr 
die MHK noch stärker reduzieren lässt. 
Zum  Schluss  wurden  die  Bakterienstämme  fünf  Tage  auf  MH-Platten  ohne  Colistin  inku-
biert, um festzustellen, ob eine Veränderung der MHK nur bei kontinuierlicher Colistinexpo-
sition zu dokumentieren ist. 
 




2.2.2 Resistenzmechanismen: Untersuchung des Einflusses von Colistin auf die 
MexXY-Pumpe 
Es  gibt  eine  Vielzahl  von  Resistenzmechanismen.  In  dieser  Arbeit  wurde  besonderes  Au-
genmerk auf den Einfluss von Colistin auf die Antibiotika-Effluxpumpe MexXY gelegt. Im 
folgenden Text werden die Methoden diesbezüglich näher erläutert. 
2.2.2.1 Bestimmung der exponentiellen Phase des Bakterienwachstums 
Zunächst wurde eine Bakteriensuspension entsprechend des McFarland Standards 1,0 herge-
stellt. Von dieser Suspension wurden zwei ml in 50 ml LB-Bouillon überführt und im Schüt-
telwasserbad  inokuliert.  Es  erfolgte  eine  zweistündliche  Keimzahlbestimmung  durch  Aus-
plattieren. Jeweils 0,1 ml der Suspension wurde auf Blutagarplatten ausplattiert und nach 24 
Stunden Bebrütung bei 37°C wurde die Lebendkeimzahl durch das Zählen der mit dem blo-
ßen Auge sichtbaren Kolonien bestimmt. 
Erstellen einer Wachstumskurve 
Zur Ermittlung der log-Phase der Bakterien wurde eine Wachstumskurve erstellt, indem die 
Keimzahl logarithmiert gegen die Zeit aufgetragen wurde. 
2.2.2.2 Die RNA-Aufbereitung 
RNA- Isolierung 
Für die RNA-Isolierung wurden die Bakterien in der exponentiellen Phase weiterverarbeitet. 
Dazu  wurde  das  RNAprotect®  Bacteria  Reagent  und  das  RNeasy  Mini  Kit®  von  Qiagen 
verwendet.  Zunächst erfolgte  die  enzymatische  Lyse  der  Bakterien  mithilfe  von  Lysozym. 
Das Lysat wurde anschließend in eine dafür vorgesehene spin column überführt und zentri-
fugiert. Der Überstand wurde verworfen. 
Als Zwischenschritt erfolgte die Reinigung des Lysats von DNA mit Hilfe des RNase-Free 
DNase Sets® von Qiagen. Im Anschluss wurden die weiteren Arbeitsschritte nach dem Pro-
tokoll für RNA-Reinigung laut RNeasy Mini Kit® ausgeführt. 
Alle Arbeitsanweisungen sind den mitgelieferten Handbüchern zu entnehmen. 
 




RNA-Reinigung , Konzentrierung und Aufbewahrung 
Die aus den oben genannten Schritten gewonnene RNA wurde abschließend mit Rneasy® 
Minelute® Cleanup von Qiagen gereinigt und konzentriert. 
Die gereingte RNA wurde bei -70° C in RNase freiem Wasser gelagert. 
2.2.2.3 Spektrophotometrie 
Um die Konzentration der isolierten RNA zu ermitteln, wurde eine Spektrophotometrie mit-
tels Nanodrop® durchgeführt. Durch die Bestimmung der Absorption bei einer Wellenlänge 
von λ 260 nm konnte mit Hilfe des Lambert-Beer-Gesetzes die Konzentration errechnet wer-
den. Eine zusätzliche Messung der Absorption erfolgte bei einer Wellenlänge λ von 280 nm, 
um anschließend aus dem Absorptionsquotienten A260/A280 den Reinheitsgrad der RNA zu 
bestimmen. 
2.2.2.4 Reverse Transkription 
Im nächsten Schritt wurde die RNA mit Omniscript™ Reverse Transcriptase von Qiagen in 
cDNA  umgeschrieben.  Das  Volumen  der  hinzugefügten  Template-RNA  wurde  je  nach 
RNA-Konzentration so variiert, dass jeweils 1 µg RNA in cDNA umgeschrieben wurde. 
Als Primer wurde ein Oligonukleotid von Promega verwendet. Die Reaktion erfolgte bei 37° 
C für 60 Minuten.  
Das in Tabelle 11 dargestellte Pipettierschema wurde hierfür verwendet. 
Tabelle 11 Reverse-Transkriptionsansätze 
Komponente Volumen/Reaktion Konzentration (bezogen auf 
20 µl Reaktionsgemisch) 
10 x Buffer RT 2 µl 1 x 
5 mM dNTP Mix  2 µl 0,5 mM 
Oligo-dT primer (10µM) 2 µl 1 µM 
RNase-Inhibitor (10 units/µl) 1 µl 10 units 
Omniscript Reverse Transkrip-
tase 
1 µl 4 units 
RNase-freies Wasser variabel  0 – 9 µl 
RNA variabel 3 – 12 µl 1 µg 
Totalvolumen 20 µl - 
 
 





In der hier vorliegenden Arbeit wurde eine quantitative Echtzeit-PCR mithilfe des Lightcyc-
lers® (Roche) durchgeführt.  Hierbei wird über Fluoreszenzsignale die Zunahme der PCR-
Produkte in Echtzeit gemessen.  
Als  Quantifizierungsstrategie  wurde  die  der  relativen  Quantifizierung  gewählt,  bei  der  die 
Zielgen-Expression (mexX) auf die Genexpression eines nicht regulierten Gens (rpsL) bezo-
gen wird. Dafür ist die relative Menge des Zielgens jeder Probe durch die des Referenzgenes 
der gleichen Probe zu dividieren, wodurch die Proben hinsichtlich vorliegender Unterschiede 
in Ausgangsmenge der Probe, Variationen der Nukleinsäuregewinnung und mögliche Pipet-
tierfehler korrigiert werden.  
Um die Spezifität der PCR zu erhöhen, fanden für beide Gene zwei sequenzspezifische Fluo-
reszenzsonden  Verwendung.  Das  Prinzip  beruht  auf  dem  Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer (FRET), bei dem beide Sonden mit verschiedenen Farbstoffen markiert sind.  
 
Abb. 1 Darstellung des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers                                      
A) Die eine Sonde (Donor) ist am 3´-Ende  mit Fluorescein verknüpft und  wird durch blaues LED-
Licht angeregt. Die andere Sonde (Akzeptor) ist am 5´-Ende mit Red 640 Fluorophor markiert. Beide 
Farbstoffe sind jedoch während der Denaturierung zu weit entfernt, damit ein Energietransfer stattfin-
den kann.                                                                                                                                             
B) Während der Annealing-Phase binden beide Sonden an die Zielsequenz und nähern sich somit an. 
Sind beide Fluoreszenzsonden in unmittelbarer Nähe, kann die Energie der angeregten Sonde (Donor) 
auf die zweite Sonde (Akzeptor) übertragen werden. Die Reaktion darauf ist die Abgabe eines fluo-
reszierenden Lichtes anderer  Wellenlänge, die gemessen wird. Dabei ist die Leuchtintensität  direkt 
proportional zu der synthetisierten DNA-Menge.   
C) Nach dem  Annealing ist die Temperatur erhöht, die Sonden lösen  sich  während der Elongation.  
Am Ende ist die DNA wieder doppelsträngig und der Abstand der Sonden zu groß für einen Energie-
transfer.     




Quelle:  Roche  Applied  Science.  LightCycler®  Real-Time-PCR  Systems  Application  Manual,  S.19 
(direkte Übernahme).                                                                      
Die verwendeten Primer und Fluoreszenzsonden für die Zielsequenzen (mexX, rpsL) wurden 
von Tib Molbiol synthetisiert. Nach einem initialen Testlauf wurden für mexX das Primer-
paar mexX F und mexX A ausgewählt sowie für das Referenzgen rpsL das Primerpaar rpsL 
F und rpsL A. Sequenzen der Primer und Sonden sowie das amplifizierte Genstück sind im 
Anhang gezeigt. 
An einer Sicherheitswerkbank wurde folgender Mastermix unter Verwendung von LightCyc-
ler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche) hergestellt. 
Tabelle 12 Komponenten für den Mastermix des Zielgens mexX (je auf 1 PCR-Ansatz bezogen) 
Komponenten Konzentration Volumen (in µl) 
Reagenzwasser  0,4 
Magnesiumchlorid 4 mM 3,2 
Reaktionsmix 1 x 2,0 
DMSO 5 %ig 1,0 
Primer F 1 µM 4,0 
Primer A 1 µM 4,0 
HybProbe LC 0,25 µM 1,7 
HybProbe FL 0,25 µM 1,7 
Tabelle 13 Komponenten für den Mastermix des Referenzgens rspL (je auf 1 PCR-Ansatz bezo-
gen) 
Komponenten Konzentration Volumen (in µl) 
Reagenzwasser  5,4 
Magnesiumchlorid 4 mM 3,2 
Reaktionsmix 1 x 2,0 
Primer F 0,5 µM 2,0 
Primer A 0,5 µM 2,0 
HybProbe LC 0,25 µM 1,7 
HybProbe FL 0,25 µM 1,7 
 
Die Herstellung des Mastermix erfolgte auf Eis. Nachdem alle Reagenzien zusammengefügt 
waren, wurde der Mastermix durch vorsichtiges Hoch- und Runterpipettieren gemischt. 
In die vorgefertigten Glaskapillaren wurden je 18 µl des Mastermix pipettiert. Anschließend 
wurden in einem gesonderten Raum dem Mastermix je 2 µl cDNA der Proben hinzugefügt, 
so dass die Kapillaren schließlich mit einem Volumen von 20 µl beladen waren. 




Es  wurden  jeweils  zwei  Kapillaren  mit  der  cDNA  eines  Bakterienstammes  bestückt:  eine 
Kapillare mit dem Mastermix für rpsL, eine mit den Mastermix für mexX. 
Die  Glaskapillaren  wurden  verschlossen  und  anschließend  für  eine  Minute  mit  einer  Ge-
schwindigkeit von 2000 rpm zentriguriert. 
Im Anschluss wurden die Kapillaren in den Rotor des Lightcyclers eingesetzt und der Lauf 
unter Verwendung des nachfolgenden Programmes gestartet. 
Tabelle 14 Lightcycler-Programm 





















1 95 60 20 0 0 0 None 





















1 95 10 20 0 0 0 None 
2 57 15 20 0 0 0 None 
3 40 5 20 0 0 0 Single 
4 72 20 20 0 0 0 None 
Program: Melting Curve Type: Melting 
Curves 






















1 95 30 20 0 0 0 None 
2 40 30 20 0 0 0 None 
3 80 0 0,2 0 0 0 Continous 






















1 40 30 20 0 0 0 None 
 
Neben den Kapillaren mit den zu untersuchenden Proben wurden bei jedem Lauf eine Nega-
tivkontrolle sowie ein Kalibrator für mexX und rpsL (VA28370) mitgeführt. Zudem wurden 




in  einem  Lauf  die  DNA  der  ursprünglichen  (unbehandelten)  Pseudomonas-Stämme  sowie 
die der mit Colistin bebrüteten Stämme eingesetzt. 
Zur  Optimierung  der  PCR  wurden  verschiedene  Vorversuche  durchgeführt,  in  denen  die 
Konzentration von Magnesiumchlorid, der Primer und Sonden variiert wurden. Zudem wur-
den  verschiedene  Testkits,  unter  anderem  SybrGreen™  und  LightCycler®  FastStart  DNA 
Master  HybProbes  Plus (Roche)  sowie  unterschiedliche  Primer  und Taq-Polymerasen  ver-
wendet. Annealingtemperatur und -zeit wurden verändert. Das Protokoll mit den besten Er-
gebnissen fand in dieser Arbeit Verwendung. Die Auswertung erfolgte mit der Lightcycler®-
Software. 
2.2.2.6 Herstellung einer Verdünnungsreihe für den Kalibrator 
Um relative quantitative Aussagen treffen zu können, ist die Verwendung eines Kalibrators 
notwendig. Anspruch an den Kalibrator ist eine Positivprobe mit einem konstanten Verhält-
nis von Ziel- zu Referenzgen. Als Kalibrator wurde ein Pseudomonas-Stamm verwendet, der 
gegenüber  allen  zu  testenden  Antibiotika  sensibel  ist  (VA28370).  Durch  einen  separaten 
Lightcycler-Lauf mit relativen Standardverdünnungen (1:1; 1:2; 1:5; 1:10; 1:20; 1:40; 1:80) 
für Ziel- und Referenzgen wurden die fit coefficients einer relativen Standardkurve und da-
mit die PCR-Effizienz ermittelt. Im Anschluss konnte eine Effizienz-korrigierte Kalkulation 
mit Hilfe dieser fit coefficients durch die Lightcycler®-Software durchgeführt werden.                                                                            
Die  PCR  wurde  nach  dem  oben  beschriebenem  Protokoll  jeweils  mit  einem  Replikat  und 
einer Negativkontrolle mit aqua dest. für Referenz- und Zielgen durchgeführt. 
Der Kalibrator wurde anschließend bei jedem Lauf der zu untersuchenden Proben mitgeführt 
und ermöglicht so die Normalisierung der Proben. 
2.2.2.7 Gelelektrophorese 
Um  sicherzustellen,  dass  es  sich  bei  dem  amplifizierten  DNA-Stück  um  die  gesuchte  Se-
quenz handelt, erfolgte im Anschluss an die PCR die Durchführung einer Gelelektrophorese. 
Die gesuchte Sequenz von mexX besteht aus 141 bp, die von rpsL aus 126 bp. Hieraus ergibt 
sich die Verwendung von 1,2% ige Agarose (abhängig von n(bp)). 




Es  wurden 100  ml  TAE-Puffer  sowie  1,2  mg  Agarose  in einer  Glasflasche  vermischt  und 
anschließend für drei Minuten bei maximaler Leistung in der Mikrowelle erhitzt. Zum Ab-
kühlen wurde das Gel mit einem Magnetrührer mit einer Umdrehungsfrequenz von 250/min 
für fünf Minuten gerührt und schließlich wurde das Gel in die Form gegossen und für eine 
Stunde getrocknet. 
10µl DNA wurden mit einem Tropfen Bromphenolblau durch vorsichtiges Hoch- und Run-
terpipettieren vermischt und anschließend langsam in die vorgefertigte Bande entleert. Als 
Orientierungshilfe wurde eine 100 bp Leiter dazwischen gesetzt. Über eine Laufzeit von 30 
Minuten bei 100 V und 400 mA wurden die DNA-Sequenzen aufgetrennt und im Anschluss 
daran für 30 Minuten mit Ethidiumbromid gefärbt. Die Auswertung und Erstellung des Gel-
bildes erfolgte unter UV-Licht mit dem BioDoc Analyze-Programm von Biometra. 
2.3 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung wurde mit der Statistik-Software SPSS Version 21 durchgeführt. 
Die  Signifikanzprüfung  von  Teilversuch  A  (Veränderung  der  MHK)  erfolgte  mithilfe  des 
Wilcoxon-Tests,  die  von  Teilversuch  B  (PCR)  mittels  t-Test.  Die  Korrelation  von  PCR-










3.1 Einfluss von Colistin auf die minimale Hemmkonzentration 
3.1.1 Minimale Hemmkonzentration von Colistin 
In Tabelle 15 sind die bestimmten MHK-Werte von Colistin der untersuchten Pseudomonas-
Stämme zu Beginn und nach Colistinpassage aufgelistet. Anhand der anfänglichen 
Konzentration konnte im nächsten Schritt die Wirkung von Colistin auf die Bakterienstämme 
beurteilt werden. Dazu wurden diese auf Müller-Hinton-Agar bebrütet, dem Colistin in einer 
Konzentration entsprechend der Hälfte der MHK zugesetzt wurde. 
Tabelle 15 MHK Colistin  
Stamm ID MHK Colistin 
(µg/ml) 
MHK Colistin nach 
Colistinpassage 
1 VA 23613 2,00 2,00 
2 UR 12648 2,00 1,00 
3 VA 25678 2,00 1,50 
4 SU 344¹ 0,38 0,38 
5 SU 344² 0,50 0,19 
6 SU 675¹ 0,06 0,25 
7 SU 3184¹ 0,50 0,25 
8 SU 3184² 0,02 0,50 
9 SU 2138 0,38 0,25 
10 SU 2236¹ 0,25 0,12 
11 BK 7987 0,12 0,75 
12 VA 23880 1,00 0,75 
13 SU 1049¹ 3,00 3,00 
14 SU 428¹ 0,25 0,12 
15 SU 428² 0,19 0,12 
16 SU 428³ 0,50 0,12 
17 SU 160² 0,25 0,50 
18 SU 160³ 0,25 0,19 
19 SU 1817² 0,50 0,38 
20 SU 1497 1,50 2,00 
21 VA 13044 1,00 0,75 
22 VA 11601 2,00 1,00 
23 SU 1418 0,50 0,38 
24 VA 18393 0,25 0,38 
25 UR 2747 2,00 0,50 





3.1.2 Veränderung der MHK durch Passagieren von Pseudomonas auf Colistin-
haltigen Nährmedium 
In Abbildung 2 wurde die Veränderung der minimalen Hemmkonzentration von 
Pseudomonas aeruginosa bezüglich Amikacin grafisch dargestellt. Hierzu wurde der 
Quotient aus der MHK vor Colistingabe und nach zwei Colistinpassagen je Bakterienstamm 
gebildet. 
 
Abb. 2 Veränderung der MHK von Amikacin nach 2 Colistinpassagen 1  
Aus dem Histogramm (Abb. 2) wird ersichtlich, dass ein Großteil der Bakterien hinsichtlich 
der MHK gegenüber Amikacin keine Veränderung aufweist. 16 Prozent zeigen eine 
                                                      
1 Die x-Achse spiegelt dabei die Veränderung der MHK vor und nach Intervention als Quotient wider, 
die y-Achse gibt die absolute Häufigkeit in Anzahl n der Stämme an. Der Mittelwert M Q 2,14 bezieht 





Reduktion  der  MHK  um  Faktor  zwei,  zwölf  Prozent  um  Faktor  drei,  zwölf  Prozent  um 
Faktor vier und acht Prozent um mindestens Faktor fünf.  
Der Median der MHK vor Colistinpassage liegt bei 128 µg/ml, nach Colistinpassage bei 64 
µg/ml.  Die  Abbildung  3  zeigt  die  Verteilung  der  MHK  vor  und  nach  Colistinpassage  im 
Streudiagramm. Die genauen Zahlenwerte sind der Tabelle 16 zu entnehmen. 
























MHK Amikacin nach 2 
Passagen Colistin 
(Reproduktionsversuch) 
1 96 96 96 128 96 
2 32 24 24 24 24 
3 32 32 24 32 24 
4 >256 192 >256 256 192 
5 192 128 96 128 128 
6 >256 128 64 >256 64 
7 >256 256 >256 >256 >256 
8 >256 128 64 96 64 
        9 128 32 24 48 24 
10 128 128 96 128 128 
11 128 96 128 128 128 
12 64 32 32 48 32 
13 192 24 64 24 12 
14 96 16 48 1,0 2 
15 >256 192 64 128 64 
16 >256 128 128 >256 128 
17 >256 >256 >256 >256 >256 
18 >256 >256 >256 >256 >256 
19 64 32 48 64 48 
20 >256 >256 >256 >256 >256 
21 128 128 48 96 64 
22 96 128 96 48 64 
23 >256 48 48 64 64 
24 32 24 32 32 24 
25 32 12 12 16 12 







Abb. 3 Streudiagramm der MHK von Amikacin vor und nach zweiter Colistinpassage 2 
Aus Abbildung 3 wird eine deutliche Tendenz zur MHK-Reduktion ersichtlich.  
Wie bereits dem Histogramm zu entnehmen, kann nicht von einer Normalverteilung 
ausgegangen werden. Auch nach dem Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest sind die 
Merkmale  nicht  normalverteilt  (Signifikanz  0,001),  so  dass  zur  Signifikanzprüfung  der 
Wilcoxon-Test angewandt wurde. Es sollte geprüft werden, ob sich die MHK vor und nach 
Colistineinfluß signifikant verändert hat. Die Signifikanz liegt bei 0,000. Folglich führt die 
Colistinpassage mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von fünf Prozent zu einer Veränderung 
der MHK von Amikacin. 
Die Differenz der MHK-Veränderung von Amikacin nach einer und nach zwei 
Colistinpassagen (MHK vor/MHK nach 1. Colistinpassage - MHK vor/MHK nach 2. 
Colistinpassage) wurde in Abbildung 4 dargestellt.  
                                                      
2  Die  x-Achse  MHK.AK.vor  gibt  die  MHK  von  Amikacin  vor  Colistinpassage  an,  die  y-Achse 







Abb. 4 Differenz der MHK-Veränderung von Amikacin nach einer und zwei Colistinpassagen 3  
Da die Differenz der Wertepaare nicht normalverteilt ist (Kolmogorov-Smirnov-
Anpassungstest,  Signifikanz  0,000),  wurde auch hier der Wilcoxon-Test  für  zwei  gepaarte 
Merkmale  verwendet.  Aus  genanntem  Hypothesentest  geht  eine  Signifikanz  von  0,381 
hervor, folglich ist die Nullhypothese, dass der Medianwert der Unterschiede zwischen der 
MHK-Veränderung nach einer und nach zwei Colistinpassagen gleich 0 ist, beizubehalten. 
Es gibt keine signifikanten Unterschiede der MHK-Veränderung nach einer und nach zwei 
Passagen, was auch der Abbildung 4 zu entnehmen ist.  
 
Um die MHK-Veränderung zu reevaluieren wurde ein Reproduktionsversuch durchgeführt, 
wobei  unter  gleichen  Bedingungen  ein  erneutes  Passagieren  und  eine  MHK-Bestimmung 
mittels  Etest®  erfolgte.  In  den  Abbildungen  5  und  6  wurde  mit  Hilfe  des  Bland-Altman-
                                                      





Plots versucht, die Schwankungsbreite der Abweichungen im Erstversuch und 
Reproduktionsversuch nach erster und zweiter Colistinpassage exemplarisch für die 
Versuchsreihe mit Amikacin darzustellen.  
 
 
Abb. 5 Bland-Altman-Plot für Amikacin nach erster Colistinpassage 4 
Die Mehrheit der Zahlenpaare gruppiert sich um den Mittelwert der Differenz der MHK im 
Erst- und Reproduktionsversuch bei -10,24, so dass die Messwerte nach erster 
Colistinpassage im Durchschnitt beim Erstversuch kleiner sind als beim 
Reproduktionsversuch. 
                                                      
4 Die x-Achse gibt den Mittelwert der MHK nach erster Colistinpassage von Erst- und  
Reproduktionsversuch (MHKAK 1 + MHKAK 1R)/2, die y-Achse die Differenz der MHK nach erster 







Abb. 6 Bland-Altman-Plot für Amikacin nach zweiter Colistinpassage 5 
Nach zwei Colistinpassagen liegt der Mittelwert der Differenz bei 4,28. Das bedeutet, dass 
im Erstversuch die Messwerte etwas höher liegen als im Reproduktionsversuch.  
Analog  zu  Amikacin  stellte  sich  auch  bei  Gentamicin  und  Tobramycin  eine  signifikante 
Änderung  der  MHK  nach  Colistinpassage  heraus.  Abbildung  7  und  8  stellen  die  MHK-
Veränderungen von Gentamicin und Tobramycin nach Intervention grafisch dar. 
                                                      
5 Die x-Achse beschreibt den Mittelwert der MHK nach zweiter Colistinpassage von Erst- und 
Reproduktionsversuch (MHKAK 2 + MHKAK 2R)/2, die y-Achse die Differenz der MHK nach 







Abb. 7 Veränderung der MHK von Gentamicin nach zwei Colistinpassagen 6 
Bezüglich  Gentamicin  zeigten  64  Prozent  der  untersuchten  Stämme  keine  oder  nur  eine 
geringe MHK-Änderung (Faktor ≤ 1,5) nach Colistineinfluss. Bei je 16 Prozent der Stämme 
konnte eine Reduktion der MHK um Faktor zwei bzw. drei festgestellt werden. Bei einem 
Stamm  zeigte  sich  eine  MHK-Reduktion  um  Faktor  vier.  Dabei  änderte  sich  bei  zuletzt 
genanntem Stamm das Resistenzverhalten von resistent zu sensibel gegenüber Gentamicin. 
Der Median der MHK lag vor Colistinpassage bei 32 µg/ml und danach bei 16 µg/ml. 
                                                      
6 Die x-Achse spiegelt die Veränderung der MHK vor und nach Intervention als Quotient wider, die 
y-Achse gibt die absolute Häufigkeit in Anzahl n der Stämme an. Der Mittelwert M Q 1,65 bezieht sich 







Abbildung 8 Veränderung der MHK von Tobramycin nach zwei Colistinpassagen 7 
Bei  Tobramycin  konnte  bei  24  Prozent  eine  Reduktion  der  MHK  bis  Faktor  zwei,  bei  36 
Prozent um Faktor zwei und bei 28 Prozent größer als zwei ermittelt werden. Lediglich bei 
zwölf  Prozent  zeigte  sich  keine  Änderung  der  MHK.  Der  Median  der  MHK  lag  vor 
Colistinzufuhr  bei  12  µg/ml  und  nach  Colistinpassage  bei  4  µg/ml.  Der  Wilcoxon-Test 
erbrachte für Gentamicin eine Signifikanz von 0,01 und für Tobramycin 0,00, womit hier, 
wie auch bei Amikacin, die Nullhypothese abzulehnen ist. Die Colistinzufuhr führt zu einer 
signifikanten Änderung der MHK. 
                                                      
7 Die x-Achse spiegelt die Veränderung der MHK vor und nach Intervention als Quotient wider, die y-
Achse gibt die absolute Häufigkeit in Anzahl n der Stämme an. Der Mittelwert M Q 2,15 ist als 






Die genauen Zahlenwerte sind den nachfolgenden Tabellen 17 und 18 zu entnehmen. 
Tabelle 17 MHK von Gentamicin (Angaben in µg/ml) 
Stamm MHK 












MHK Gentamicin nach 
1 Passage Colistin 
(Reproduktionsversuch) 
MHK Gentamicin nach 
2 Passagen Colistin 
(Reproduktionsversuch) 
1 24 16 24 48 24 
2 >1024 >1024 384 512 192 
3 16 8 8 24 8 
4 24 16 16 48 24 
5 32 12 24 24 24 
6 12 8 12 24 12 
7 24 16 8 24 8 
8 16 8 16 16 8 
9 48 12 12 32 8  
10 48 48 48 48 24 
11 48 48 48 48 32 
12 16 16 16 24 12 
13 16 8 12 16 4 
14 24 4 16 0,25 0,25 
15 32 16 12 16 8 
16 48 24 24 48 16 
17 >1024 192 384 1024 512 
18 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 
19 24 12 12 16 24 
20 >1024 1024 >1024 >1024 1024 
21 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 
22 64 48 32 32 16 
23 12 12 8 8 12 
24 8 12 8 12 8 
25 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 
Refe-
renz 
1,5 - - - - 












cin nach 2 
Passagen 
Colistin 
MHK  Tobramycin 
nach 1 Passage Colistin 
(Reproduktionsversuch) 
MHK Tobramycin nach 
2 Passagen Colistin 
(Reproduktionsversuch) 
1 12 8 12 8 8 
2 96 64 48 48 48 
3 6 4 4 4 3 
4 8 8 4 12 6 
5 12 4 3 8 8 






Tabelle 18 Fortsetzung 
7 6 4 3 6 6 
8 6 6 3 6 3 
9 8 3 2 8 1,50 
10 12 8 6 12 6 
11 128 128 96 128 64 
12 48 16 24 48 32 
13 8 6 6 8 4 
14 6 4 3 0,75 0,50 
15 8 6 4 6 4 
16 16 12 4 12 4 
17 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 
18 >1024 768 >1024 >1024 >1024 
19 6 2 4 3 3 
20 >1024 1024 384 512 512 
21 128 96 96 192 128 
22 96 96 64 48 48 
23 6 3 3     6 3 
24 6 4 1,50     6 3 
25 96 24 32 24 24 
Referenz 0,06 - - - - 
 
Im Anschluss wurden die Stämme, die unter Colistineinwirkung eine MHK-Minimierung um 
mindestens Faktor vier erreicht haben (wenigstens bei zwei der drei untersuchten 
Aminoglykoside) und bei denen eine sukzessive MHK-Reduktion (in Abhängigkeit von der 
Anzahl der Passagen) beobachtet werden konnte, erneut über 15 Tage auf Colistin-haltigem 
Nährmedium  passagiert.  Anschließend  wurde  die  MHK  bestimmt.  Tabelle  19  zeigt  die 
Ergebnisse. 
Tabelle 19 MHK nach erneuter 15-tägiger Colistinpassage 
Stamm MHK AK MHK TM MHK GM 
6 1,00 0,06 0,12 
9 16,00 2,00 4,00 
13 64,00 8,00 12,00 
14 1,00 0,19 0,25 
 
Bezüglich der oben genannten Kriterien kamen vier Stämme in Frage, die weiter passagiert 
wurden. Dabei zeigten drei der untersuchten Stämme eine weitere Verringerung der MHK 
gegenüber Amikacin. Stamm 6 erreichte eine Reduktion der MHK um Faktor 64, wobei sich 
insgesamt die MHK um Faktor 256 minimierte, so dass aus einem hoch resistenten Stamm 





MHK  um  Faktor  zwei  beobachtet.  Stamm  14  konnte  somit  auch  sein  Resistenzverhalten 
verändern, insgesamt zeigte sich eine MHK-Reduktion um Faktor 96. Bei Stamm 9 lässt sich 
ebenfalls eine Veränderung des Resistenzverhaltens von resistent zu intermediär 
verzeichnen. Stamm 13 wies keine weiteren Veränderungen der MHK auf.  
 
Bei Tobramycin zeigten Stamm 6 und 14 die größte MHK-Veränderung unter 
Colistineinfluss. Bei Stamm 6 wurde eine erneute Reduktion der minimalen 
Hemmkonzentration  um  Faktor  31  dokumentiert.  Bezogen  auf  den  Originalstamm  (ohne 
Colistineinwirkung) ließ sich eine Minimierung der MHK um Faktor 125 erzielen. Stamm 14 
verzeichnete eine anschließende MHK-Reduktion um Faktor 2,6 und insgesamt um Faktor 
31. Somit konnten beide genannten Stämme auch ihr Resistenzverhalten verändern und sind 
nun als sensibel zu betrachten. Bei Stamm 9 konnte keine weitere MHK-Reduktion 
dokumentiert werden. Stamm 13 zeigte bereits bei den ersten Untersuchungen lediglich eine 
MHK-Reduktion ≤ zwei bei Tobramycin. Er wurde wegen der MHK-Veränderung 
gegenüber Gentamicin und Amikacin weiter passagiert.  
 
Hinsichtlich Gentamicin zeigte Stamm 9 eine weitere Abnahme der MHK um Faktor 1,5 und 
gegenüber dem Originalstamm eine verminderte MHK um Faktor zwölf. Mit einer erreichten 
MHK von vier ist er nun als intermediär einzustufen. Bakterienstamm 6 konnte insgesamt 
eine  MHK-Reduktion  von  Faktor  96  erreichen  und  ist  in  vitro  nun  sensibel  gegenüber 
Gentamicin. Bei Stamm 13 und 14 wurde keine weitere MHK-Verminderung erzielt. Jedoch 
ist zu erwähnen, dass bei Stamm 14 bereits nach zwei Colistinpassagen eine Reduktion der 
MHK um Faktor 96 erreicht werden konnte. Dadurch stellt er nun einen sensiblen 
Bakterienstamm gegenüber Gentamicin dar.  
Da insbesondere bei dem Bakterienstamm 14 starke Veränderungen der MHK zu 
verzeichnen waren, wurde dieser ausgewählt, um die Wirkung von Colistin zu 
veranschaulichen. 
Abbildung  9  zeigt  die  Veränderungen  der  MHK  vor,  nach  einer  und  nach  der  zweiten 





   vor Colistineinwirkung 
   nach erster Colistinpassage 
   nach zweiter Colistinpassage 
Abb. 9 Bildliche Darstellung der MHK-Veränderung während der Colistinpassagen 8 
3.1.3 Stabilitätsprüfung der induzierten Stämme 
Alle Stämme, die unter Colistineinfluss eine reduzierte MHK gegenüber den 
Aminoglykosiden aufwiesen, wurden auf Müller-Hinton-Agar ohne Colistin für weitere fünf 
Tage passagiert, um zu sehen, wie stabil die MHK-Veränderung ist. Bei den Stämmen, die 
eine  starke  MHK-Veränderung  zeigten  (Stamm  6,9,13,14),  wurden  die  Stämme  nach  15-
tägiger  Colistinpassage  weiterverwendet.  Die  grafische  Darstellung  des  Verhältnisses  der 
                                                      
8 Durch eine Änderung der Nummerierung erklärt sich der Unterschied in der Beschriftung: Stamm 16 





MHK  nach  Colistinpassage  und  nach  wiederholter  Passage  ohne  Colistin  erfolgt  mittels 
Boxplot (Abb. 10–12). Die genauen Zahlenwerte sind der Tabelle 20 zu entnehmen.  
Tabelle 20 MHK nach erneuter Passage ohne Colistin ( in µg/ml) 
Stamm MHK AK nach 
anschließender 5-tägiger 
Passage ohne Colistin 
MHK GM nach 
anschließender 5-tägiger 
Passage ohne Colistin 
MHK TM nach 
anschließender 5-tägiger 
Passage ohne Colistin 
1 - - 6 
2 8 128 48 
3 48 8 - 
4 256 16 8 
5 64 16 4 
6 1 0,12 0,06 
7 - 16 - 
8 64 16 4 
9 16 4 2 
10 256 32 8 
11 - - 64 
12 32 - 24 
13 12 12 6 
14 2 0,25 0,19 
15 64 8 3 
16 48 12 4 
17 - 384 - 
18 48 24 4 
19 - - 768 
20 - - - 
21 192 - 128 
22 - 32 64 
23 256 - 12 
24 - - - 










Abb. 10 Verhältnis der MHK nach Colistinpassage und nach wiederholter Passage ohne Colistin bei 
Amikacin; Median 1,00; S.D. 1,35 
Bei 17 Stämmen konnte eine Reduktion der MHK bezüglich Amikacin dokumentiert 
werden. Diese wurden erneut ohne Colistin passagiert. Dabei zeigten zwölf der 
Pseudomonas-Stämme eine diskrete oder keine Veränderung der MHK (Differenz 0,5 ≤ x ≤ 
1,5),  drei  der  Stämme  wiesen  einen  Anstieg  der  MHK  ohne  Colistineinwirkung  auf.  Die 
beiden  Stämme  13  und  16,  als  Ausreißer  und  Extremwert  im  Boxplot  gekennzeichnet, 






Abb.  11  Verhältnis  der  MHK  nach  Colistinpassage  und  nach  wiederholter  Passage  ohne  Colistin     
bei Gentamicin; Median 1,00; S.D. 0,33 
Alle 16 Stämme, bei denen eine Veränderung der MHK gegenüber Gentamicin unter 
Colistineinfluss zu verzeichnen war, wiesen ohne Colistin keine oder nur sehr geringe MHK-
Veränderungen (0,5≤ x ≤ 1,5) auf.  
Von den 20 Stämmen, die anfänglich eine Reduktion der MHK gegenüber Tobramycin unter 
Colistineinfluss erkennen ließen, konnten bei 18 Stämmen keine oder geringe MHK-
Veränderungen (0,5≤ x ≤ 1,5) ohne Colistin dokumentiert werden. Lediglich ein Stamm (23) 
zeigte  bei  Bebrütung  ohne  Colistin  einen  Anstieg  der  MHK  um  Faktor  vier,  bei  einem 








Abb. 12 Verhältnis der MHK nach Colistinpassage und nach wiederholter Passage ohne Colistin bei 
Tobramycin; Median 1,00; S.D. 0,25 
Zusammenfassend  blieb  die  MHK-Veränderung  großteils  stabil.  Bezogen  auf  Amikacin 
verhielt sich die MHK der Bakterienstämme bei 71 Prozent unverändert, bezüglich 
Tobramycin  bei  90  Prozent  und  gegenüber  Gentamicin  zeigten  sogar  100  Prozent  der 
Stämme keine wesentliche Abweichung der MHK in Abwesenheit von Colistin.  
3.1.4 Weitere Veränderungen unter Colistineinfluss 
In dieser Arbeit wurden sowohl mukoide als auch nicht-mukoide Pseudomonas-Stämme von 
Patienten  mit  cystischer  Fibrose  untersucht.  Dabei  zeigte  sich,  dass  bei  den  mukoiden 
Stämmen ohne Colistineinwirkung auch nach mehrmaligem Kultivieren der Biofilm 
unverändert  gebildet  wurde.  Nach  Passagieren  auf  Colistin-haltigem  Müller-Hinton-Agar 
konnte  hingegen  nachgewiesen  werden,  dass  die  Fähigkeit,  diesen  Phagozytoseschutz  zu 





Veränderung bei Stamm 23 und 24. Die Abbildung 13 veranschaulicht diesen Wandel am 
Beispiel von Stamm 23.        
   vor Colistineinwirkung 
   nach erster Colistinpassage 
   nach zweiter Colistinpassage                                                         








3.2 Resistenzmechanismen: Untersuchung des Einflusses von 
Colistin auf die MexXY-Pumpe 
In  dieser  Arbeit  wurde  speziell  der  Einfluss  von  Colistin  auf  die  Effluxpumpe  MexXY 
geprüft. Zielstellung war  es, zu untersuchen, ob  unter Colistineinfluss das  zugehörige 
Genstück seltener abgelesen wird und somit weniger MexXY-Pumpen zur Verfügung 
stehen.  Da  MexX  und  MexY  durch  dasselbe  Operon  kodiert  werden  und  somit  deren 




3.2.1.1 Bestimmung der exponentiellen Phase des Bakterienwachstums 
Die  Keimzahlbestimmung  soll  hier  für  einen  der  26  Stämme  (Stamm  3)  exemplarisch 
dargestellt werden. Hierzu wurde die Konzentration nach Formel 1 berechnet.  
KbE/ml = Gezählte Kolonien/(Verdünnungsstufe x aufgetragenes Volumen [ml])          (1)  
Das verwendete Volumen betrug je 1 ml. Pro Zeiteinheit wurde der Mittelwert der 
Konzentrationen errechnet und schließlich zur Bestimmung der Wachstumskurve (Abb.14) 
logarithmiert. Tabelle 21 gibt die Ergebnisse wieder. 
Tabelle 21 Keimzahlbestimmung 
Stunde 0 2 4 6 8 10 12 14 16 
Verdünnungsstufe n n n n n n n n n 
10-1 300 - - - - - - - - 
10-2 32 42 144 - - - - - - 
10-3 2 2 12 120 - - - - - 
10-4 - - - 30 162 - - - - 
10-5 - - - 5 30 64 - - - 
10-6 - - - - 3 14 156 276 - 
10-7 - - - - - 1 21 50 70 
10-8 - - - - - - 1 6 9 
10-9 - - - - - - - - 1 






Abb. 14 Wachstumskurve 9 
Anhand  oben  abgebildeter  Wachstumskurve  (Abb.  14)  liegt  die  exponentielle  Phase  (log-
Phase) zwischen der zweiten und achten Stunde. Sie ist charakterisiert durch eine konstante 
maximale Teilungsrate. In dieser Phase besteht ein linearer Zusammenhang zwischen dem 
Logarithmus der Zelldichte (c) und der Zeit (t). Dieser Zusammenhang wurde 








                                                      
9 Durch  Auftragen  der  logarithmierten  Konzentration  (lg  c)  gegen  die  Zeit  (t)  kann  in  Form  einer 


























Abb. 15 Regressionsgerade der log-Phase 
Wegen der relativen Konstanz der Teilungsrate ist die exponentielle Phase zur Bestimmung 
der Teilungsrate (v) am besten geeignet. Sie wird nach Formel 2 berechnet. N bezeichnet die 
Anzahl der koloniebildenden Einheiten, t die Zeit. 
v =  !" (#$ )%!" (#&)
!"$ ' (($%(&)
 = 1,61/h        (2) 
Im Zeitraum von der zweiten bis zur achten Stunde liegt die Teilungsrate bei 1,61 
Verdopplungen der Bakterienkonzentration pro Stunde. Nach oben genannter Formel kann 
man die höchste Teilungsrate zwischen der vierten und sechsten Stunde bestimmen 
(Teilungsrate 2,2/h). Da die Regressionsgeraden der einzelnen Bakterienstämme im Anstieg 
ähnlich waren und somit auch die Teilungsrate und die Generationszeit, wurden alle Stämme 
gleich behandelt. 
Die mRNA-Extraktion erfolgte demnach in der log-Phase, nachdem die Bakteriensuspension 
mit definierter Zelldichte (McFarland-Standard 1) für sechs Stunden in LB-Bouillon 
inkubiert wurde. 
 























Nach  mRNA-Extraktion  und  Aufbearbeitung  wurde  die  Konzentration  der  mRNA  mittels 
NanoDrop  ND-1000  Full-Spectrum  UV/vis  Spectrophotometer  bestimmt.  Die  Ergebnisse 
sind in Tabelle 22 und 23 dargestellt. Zusätzlich wurde der Reinheitsgrad der mRNA durch 
Quotientenbildung aus E λ260 nm und E λ280 nm ermittelt. Dieser sollte zwischen 1,8 und 
2,0  liegen.  Niedrigere  Werte  weisen  auf  eine  Verunreinigung  mit  Protein  und  Phenol  hin. 
Für die Berechnung der RNA-Konzentration wurde das Lambert-Beer´sche Gesetz 
modifiziert  (3)  (vgl.  Thermo  Fisher  Scientific  Inc.  2008).  In  der  nachfolgenden  Formel 
beschreibt c die Konzentration in ng/µl, A die Absorption in AU und e den 
Extiktionskoeffizienten, der abhängig von der Wellenlänge ist. Dieser Wert wird für RNA 
als 40 ng-cm/µl festgelegt. Die Schichtdicke mit 1 cm wird als b bezeichnet. 
   , = (- × /)/0           (3)                                 
Tabelle 22 Extinktion/Konzentration der mRNA der Bakterienstämme vor Colistinpassage 
Stamm 
(Original) 
E bei λ 260 nm E bei λ 280 nm λ 260nm/λ 280 
nm 
c (ng/µl) 
1  0,56 0,30 1,87 22,40 
2 0,84 0,47 1,79 33,60 
3 0,79 0,42 1,88 31,60 
4 0,62 0,36 1,72 24,80 
5 0,76 0,42 1,81 30,40 
6 0,42 0,25 1,68 16,8 
7 0,13 0,05 2,47 5,20 
8 0,99 0,68 1,45 39,60 
9 0,70 0,31 2,26 28,00 
10 0,35 0,16 2,18 14,00 
11 0,83 0,47 1,77 33,20 
12 0,92 0,46 2,00 36,80 
13 0,23 0,16 1,44 9,20 
14 0,76 0,51 1,49 30,4 
15 0,25 0,16 1,56 10,00 
16 0,40 0,24 1,67 16,00 
17 0,48 0,30 1,60 19,20 
18 0,75 0,44 1,70 30,00 
19 0,38 0,22 1,73 15,20 







Tabelle 22 Fortsetzung 
21 2,88 1,90 1,51 115,20 
22 2,29 1,45 1,58 91,60 
23 1,78 1,16 1,53 71,20 
24 0,93 0,58 1,60 37,20 
25 1,19 0,72 1,65 47,60 
Referenzstamm 1,24 0,70 1,77 49,60 
Tabelle 23 Extinktion/Konzentration der mRNA der Bakterienstämme nach Colistinpassage 
Stamm (nach 
Colistin) 
E bei λ 260 nm E bei λ 280 nm λ 260 nm/λ280 
nm 
c (ng/µl) 
1 1,00 0,52 1,92 40,00 
2 0,48 0,28 1,71 19,20 
3 1,09 0,58 1,88 43,60 
4 0,80 0,40 2,00 32,00 
5 0,94 0,50 1,88 37,60 
6 0,76 0,52 1,47 30,40 
7 1,05 0,67 1,57 42,00 
8 0,61 0,33 1,85 24,40 
9 0,71 0,41 1,73 28,40 
10 0,58 0,31 1,87 23,20 
11 0,93 0,53 1,75 37,20 
12 1,01 0,54 1,87 40,40 
13 0,25 0,13 1,92 10,00 
14 1,08 0,67 1,61 43,20 
15 0,49 0,30 1,63 19,60 
16 0,50 0,31 1,61 20,00 
17 1,66 1,10 1,51 66,40 
18 0,98 0,49 2,00 39,20 
19 1,10 0,60 1,83 44,00 
20 1,19 0,67 1,78 47,60 
21 1,25 0,70 1,79 50,00 
22 1,68 0,92 1,83 67,20 
23 0,90 0,54 1,67 36,00 
24 0,92 0,55 1,67 36,80 
25 0,40 0,26 1,54 16,00 
 
3.2.2 Real-Time-PCR  
Bei dieser Arbeit wurde der mRNA-Nachweis quantitativ mittels Real-Time-PCR 
durchgeführt. Dabei wurde das Prinzip der Two-Step-PCR genutzt. Das bedeutet, es wurde 





wurden für die reverse Transkription je nach Konzentration so modifiziert, dass je1µg RNA 
in  cDNA  umgeschrieben  wurde.  Ausgehend  von  einer  Effizienz  von  100%  entspricht  die 
Menge der eingesetzten RNA der Menge der cDNA. Die cDNA wurde anschließend für die 
Real-Time-PCR verwendet. Die Quantifizierung erfolgte relativ, die Expession des Zielgens 
(mexX) wurde auf die Expression eines nicht-regulierten Referenzgens bezogen. 
3.2.2.1 Referenzgen 
Als Referenzgen wurde das rpsL-Gen verwendet. Es dient als interne Kontrolle, um 
Unterschiede in Konzentration und Effizienz hinsichtlich reverser Transkription zu 
kompensieren.  Dieses  Gen  wurde  ausgewählt,  da  es  keine  Regulation  des  Gens  gibt.  Im 
Vergleich  zum  Zielgen  liegt  eine  stabile  mRNA-Expression  des  Referenzgens  vor.  Daher 
wurde  es  in  zahlreichen  Publikationen,  die  die  Aminoglykosidresistenz  bei  Pseudomonas 
aeruginosa untersuchten, wie z.B. bei Islam (2009), Llanes (2004) und Sobel (2003) 
verwendet.  
Das  rpsL-Gen  kodiert  für  das  ribosomale  Protein  S12.  In  E.  coli  konnte  herausgefunden 
werden, dass das Protein S12, ein Protein der kleinen Untereinheit der Ribosomen, an der 
Initiation der Translation beteiligt ist (EMBL-EBI 2016). 
3.2.2.2 Kalibrator 
Um die Ergebnisse innerhalb eines LightCycler-Laufes und zwischen den Läufen 
vergleichen zu können, wurde ein so genannter Kalibrator eingeführt. Dieser wurde in jedem 
Lauf  mitgeführt.  Alle  Proben  wurden  auf  diesen  Kalibrator  bezogen  und  in  ein  relatives 
Mengenverhältnis  zu  ihm  gesetzt.  Es  wurden  keine  absoluten  Kopienzahlen  bestimmt, 
sondern relative Verhältnisse errechnet. 
Die  Ergebnisse  wurden  als  Verhältnis  von  Ziel-  zu  Referenzgen  jeder  Probe  normalisiert 
durch das Verhältnis von Ziel- und Referenzgen des Kalibrators (Normalized Ratio) 
formuliert.  
Normalized Ratio  =
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   (4) 





Die Berechnung der relativen Menge von Ziel (Target T)- und Referenzgen (Reference R)  
basiert auf der PCR-Effizienz (E) und dem Crossingpoint (Cp) jeder Probe. 
Normalized Ratio = E(T) CDE (@A!5;9A(:9)%CDE ( 89:;6 )  ×  E(R) CD< ( 89:;6 )% CD<( @A!5;9A(:9)     
(5) 
Als  Kalibrator  wurde  der  Referenzstamm  VA28370  verwendet.  Er  wurde  in  dieser  Arbeit 
mit  Ausnahme  der  MHK-Bestimmung  keinen  Antibiotika  ausgesetzt,  so  dass  von  einer 
konstanten Expression des mexX-Gens und somit von einem konstanten 
Expressionsverhältnis von mexX und rpsL auszugehen ist. 
3.2.2.3 Relative Standardkurve  
Ziel- und Referenzgen werden i.d.R. nicht mit gleicher Effizienz amplifiziert, da die PCR- 
Effizienz  durch  target-spezifische  Faktoren  wie  Primer  Annealing,  GC-Gehalt  und  Größe 
beeinflusst wird. In diesem Fall sind die Primer-Annealing-Temperaturen verschieden. Die 
Primer mexX F und A haben eine Annealingtemperatur von 57° C. Bei den Primern für rpsL 
liegen diese Temperaturen für rpsL F bei 58,5° C und bei rpsL A bei 56,4° C. Zudem ist das 
mexX-Genstück länger und verfügt über einen höheren GC-Gehalt als rpsL. Würde man eine 
maximalen Effizienz (E = 2) annehmen, träte ein systematischer Fehler auf, der mit jedem 
Lauf signifikant ansteigen würde. Bereits geringe Schwankungen der Effizienz von Ziel- und 
Referenzgen bewirken starke Variationen der Expressionsunterschiede (Tricarico  et  al. 
2002).  Um  die  Unterschiede  der  PCR-Effizienz  zu  korrigieren  wurden  in  dieser  Arbeit 
sogenannte  „coefficient  files“  der  LightCycler  Relative  Quantification  Software  (Version 
1.0, Roche Molecular Biochemicals) verwendet. 
Je nach Konzentration der Template-cDNA setzt die messbare exponentielle Verdoppelung 
der  DNA  nach  einer  bestimmten  Anzahl  von  PCR-Zyklen  ein.  Diese  Zahl  wird  von  der 
LightCycler Software als Cp (Crossingpoint) bezeichnet. 
Mittels LightCycler wurden die Cp-Werte des Kalibrators für mexX und rspL in 
verschiedenen Verdünnungsstufen bestimmt. Jede Stufe wurde zweimal im PCR-Lauf 
mitgeführt und anschließend der Mittelwert der Cp-Werte verwendet. Die Ergebnisse sind in 






Tabelle 24 Cp-Werte verschiedener Verdünnungsstufen des Kalibrators 
Probe Crossingpoint (Cp) Mittelwert (Cp) 
VA28370 mexX 30,59 30,65 











Verdünnung 1:5 (Replikat) 
33,72  
VA28370 mexX 
Verdünnung  1:10 
35,07 34,94 
VA28370 mexX 


















Verdünnung 1:80 (Replikat) 
39,50  
VA28370 rpsL 20,95 20,98 
VA28370 rpsL (Replikat) 21,00  
VA28370 rpsL Verdünnung 
1:2 
22,07 22,05 
VA28370 rpsL Verdünnung 
1:2 (Replikat) 
22,02  
VA28370 rpsL Verdünnung 
1:5 
23,62 23,6 
VA28370 rpsL Verdünnung 
1:5 (Replikat) 
23,60  
VA28370 rpsL Verdünnung 
1:10 
24,69 24,70 
VA28370 rpsL Verdünnung 
1:10 (Replikat) 
24,73  
VA28370 rpsL Verdünnung 
1:20 
25,81 25,83 







Tabelle 24 Fortsetzung 
 
 
In nachfolgender Abbildung (Abb.16) wurden die Ergebnisse aus Tabelle 24 visualisiert.  
   
Abb. 16 Grafische Darstellung der RT-PCR von Stamm VA28370 
Die  mitgeführten  Negativproben  (aqua  dest.)  zeigen  keinen  Cp-Wert.  Bei  rpsL  liegen  die 
Cp-Werte zwischen 20 und 28, bei mexX zwischen 30 und 40. 
VA28370 rpsL Verdünnung 
1:40 
26,78 26,76 
VA28370 rpsL Verdünnung 
1:40 (Replikat) 
26,73  
VA28370 rpsL Verdünnung 
1:80  
27,78 27,78 







Durch Auftragen der erhaltenen Crossingpoints (Cp, Schnittpunkte) aller verdünnten Proben 
gegen  ihre  logarithmisierten  Konzentrationen  wurde  mit  Hilfe  der  LightCycler  Relative 
Quantification  Software  eine  Standardkurve  für  Ziel-  und  Referenzgen  errechnet.  Diese 
wurden in Abbildung 17 dargestellt. 
Die Standardkurve dient zur Ermittlung der „coefficient files“ 10. Sie wird einmal bestimmt 
und gespeichert, so können alle Ergebnisse der nachfolgenden PCR-Läufe unter 
Berücksichtigung der wahren Effizienz korrigiert werden. 
Bei der unverdünnten Probe wurde die Konzentration als 1 festgelegt.  
                                                      










                                                      
11 Die Effizienz der Reaktion lässt sich aus der Steigung der Standardkurve (slope) nach E = 






3.2.2.4 Resultate der PCR 
Mit der LightCycler Relative Quantification Software kann aus dem Vergleich der Cp-Werte 
der  DNA-Verdünnungsreihe  (Stamm  VA28370)  unter  Einbeziehung  der  Geschwindigkeit 
der Amplifikation der DNA eine relative cDNA-Konzentration berechnet werden. 
Dabei resultiert eine geringere Konzentration in einer Verzögerung der logarithmisch 
linearen Amplifikation und damit in einem höheren Cp-Wert.  
Das Ergebnis der Methode wird in Form eines Konzentrationsverhältnisses (Ratio 
Concentration)  von  Ziel-  zu  Referenzgen  dargestellt.  Über  die  Normalized  Ratio  kann 
schließlich die relative Konzentration der unbehandelten mit den behandelten Proben 
verglichen werden. Die genauen Zahlenwerte sind Tabelle 25–31 zu entnehmen. 
Tabelle 25 Bestimmung der Cp-Werte und Normalized Ratio der Proben 1–4  




















































































































































6,35 7,38 8,64 
 
mit * gekennzeichnete Proben gehören zu den Bakterienstämmen, die mit Colistin passagiert wurden; 
ohne * gekennzeichnete Proben sind den Originalstämmen zugehörig 
 
Tabelle 26 Bestimmung der Cp-Werte und Normalized Ratio der Proben 5–8  
























































































4,10 28,18 22,24 






































Tabelle 26 Fortsetzung 
 
mit * gekennzeichnete Proben gehören zu den Bakterienstämmen, die mit Colistin passagiert wurden; 
ohne * gekennzeichnete Proben sind den Originalstämmen zugehörig 
 
Tabelle 27 Bestimmung der Cp-Werte und Normalized Ratio der Proben 9–12  

















































































































































































9,16 1,49 1,25 
 
mit * gekennzeichnete Proben gehören zu den Bakterienstämmen, die mit Colistin passagiert wurden; 
ohne * gekennzeichnete Proben sind den Originalstämmen zugehörig 
 
Tabelle 28 Bestimmung der Cp-Werte und Normalized Ratio der Proben 13–16  


























































































































































6,80 6,11e+000 5,74 
 
mit * gekennzeichnete Proben gehören zu den Bakterienstämmen, die mit Colistin passagiert wurden; 
ohne * gekennzeichnete Proben sind den Originalstämmen zugehörig 
 
Tabelle 29 Bestimmung der Cp-Werte und Normalized Ratio der Proben 17–20  



















































































































































5,94 9,20 8,70 
 
mit * gekennzeichnete Proben gehören zu den Bakterienstämmen, die mit Colistin passagiert wurden; 
ohne * gekennzeichnete Proben sind den Originalstämmen zugehörig 
 
Tabelle 30 Bestimmung der Cp-Werte und Normalized Ratio der Proben 21–23  






















































































































5,37 13,34 12,97 
 
mit * gekennzeichnete Proben gehören zu den Bakterienstämmen, die mit Colistin passagiert wurden; 







Tabelle 31 Bestimmung der Cp-Werte und Normalized Ratio der Proben 24–25  

















































































9,29 1,46e+000 0,90 
 
mit * gekennzeichnete Proben gehören zu den Bakterienstämmen, die mit Colistin passagiert wurden; 
ohne * gekennzeichnete Proben sind den Originalstämmen zugehörig 
 
Die PCR wurde für jeden Stamm dreimal durchgeführt, um anschließend mit dem Mittelwert 
der Normalized Ratio weiterzuarbeiten. Bei Stamm 13 und 14 waren die Ergebnisse nicht 
verwertbar. Stamm 13 zeigte neben einem nicht messbaren Cp-Wert für mexX auch einen 





Ausgangsmenge  der  cDNA  auszugehen  ist.  Stamm  14  wies  einen  durchschnittlichen  Cp-
Wert für rpsL auf, so dass Fehler der PCR weitestgehend auszuschließen sind. 
Bereits  in  der  Probe  vor  Colistinpassage  war  der  Cp-Wert  für  mexX  von  Stamm  14  sehr 
hoch, nach Colistinzufuhr gelang keine Amplifikation des besagten Genstücks. Es ist 
folglich davon auszugehen, dass der besagte Stamm die MexXY-Pumpe nur in sehr geringer 
Menge  synthetisiert,  die  Expression  von  mexX  aber  durch  Colistin  noch  weiter  reduziert 
wurde.  
Um die Mittelwerte der Normalized Ratio (NR) vor und nach Colistinpassage miteinander zu 
vergleichen und auf Signifikanz zu untersuchen, wurde der t-Test für verbundene 
Stichproben verwendet. Zuvor wurden zwei Normalverteilungstests für die zu untersuchende 
Variable (Differenz des Mittelwerts) durchgeführt. Bei beiden lag der Signifikanzwert über 
der  Irrtumswahrscheinlichkeit  von  α  =  0,05  (Kolmogorov-Smirnov  0,093;  Shapiro-Wilk 
0,075), so dass eine Normalverteilung angenommen werden kann. 
Anhand der Daten (Mittelwert der NR aller Stämme vor Colistin 9,1326; SD 5,73391 und 
Mittelwert  der  NR  aller  Stämme  nach  Colistin  6,1061;  SD  3,18255)  zeigt  sich,  dass  der 
Mittelwert  der  NR  nach  Colistinpassage  niedriger  ist  und  somit  weniger  mexX  exprimiert 
wird. 
Das Signifikanzniveau liegt laut t-Test bei 0,009. Die Nullhypothese, dass der Mittelwert der 
NR vor Colistinpassage dem Mittelwert der NR nach Colistinpassage entspricht, ist folglich 
mit  einer  Irrtumswahrscheinlichkeit  von  5  Prozent  abzulehnen.  Es  besteht  demnach  ein 
signifikanter Unterschied in der mexX-Expression vor und nach Colistinbehandlung. 
Um herauszuarbeiten, wie viele Bakterienstämme nach Colistinzufuhr ihre mexX-Expression 
reduziert haben, wurde je Probe der Quotient aus der NR (Normalized Ratio) nach 
Colistinpassage und vor Colistinpassage gebildet.   
Liegt besagter Quotient über 1, kann daraus eine gesteigerte Expression von mexX abgeleitet 
werden. Nimmt der Quotient hingegen einen Zahlenwert kleiner 1 an, ist eine Reduktion der 
Expression zu schlußfolgern. 
In Abbildung 18 wurden die Mittelwerte der NR-Quotienten aus den drei PCR-Läufen der 






Abb. 18 Grafische Darstellung der PCR-Ergebnisse 12 
Dem  Histogramm  kann  entnommen  werden,  dass  15  der  23  Stämme  (65  Prozent)  eine 
reduzierte  mexX-Expression  aufweisen,  acht  der  23  Stämme  (35  Prozent)  hingegen  eine 





                                                      
12 Die  x-Achse,  als  MW.Quotient  bezeichnet,  gibt  den  Mittelwert  der  Quotienten  der  Normalized 






3.2.3 Zusammenhang zwischen Veränderung MHK und mexX-Expression 
Um  zu  untersuchen,  ob  ein  relevanter  Zusammenhang  zwischen  dem  Faktor  der  MHK-
Veränderung und der mexX-Expression (Mittelwert der NR-Quotienten) besteht, wurde eine 
Korrelationsanalyse durchgeführt. Da es sich bei der Variable „MHK-Veränderung“ um eine 
nicht-normalverteilte Variable handelt (siehe Kap. 3.2), wurde der Spearman-
Rangkorrelationskoeffizient angewendet (vgl. Raithel 2006). 
Für die Veränderung der MHK bezüglich Amikacin ergibt sich bei einem 
Korrelationskoeffizienten  von  r  =  -0,07  (p  =  0,75)  kein  linearer  Zusammenhang  mit  dem 
Ausmaß der mexX-Expression, was auch im Streudiagramm (Abb. 19) deutlich wird. 
 
 






Die  Korrelationsanalyse  der  MHK-Veränderung  von  Tobramycin  und  dem  Mittelwert  der 
NR-Quotienten ergab ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang beider Variablen         




Abb. 20 Zusammenhang von MHK-Veränderung bei Tobramycin und mexX-Expression 
Bei Gentamicin konnte auch keine Korrelation zwischen der MHK-Veränderung und 
dem Mittelwert der NR-Quotienten festgestellt werden (r = 0,075; p = 0,733). Im 








Abb. 21 Zusammenhang von MHK-Veränderung bei Gentamicin und mexX-Expression 
Zusammenfassend  konnte  trotz  signifikanter  Veränderung  der  MHK  und  Reduktion  der 
mexX-Expression unter Colistinpassage keine signifikante Korrelation zwischen dem mexX-
Expressionslevel und der Ausprägung der Veränderung der MHK nachgewiesen werden. 
 
3.2.4 Gelelektrophorese 
Die  Spezifität  der  RT-PCR-Produkte  wurde  mittels  Gelelektrophorese  dokumentiert.  Das 
mexX-Gen  ist  eine  Gensequenz  mit  1189  Basenpaaren.  Das  rpsL-Gen  ist  aus  372  bp 
aufgebaut. Das amplifizierte Genstück von mexX besteht aus 141 bp, das von rpsL aus 126 
bp. Die negative geladenene DNA bewegt sich in Richtung Anode. Die Geschwindigkeit ist 
abhängig  von  der  Länge  der  DNA:  die  kürzesten  DNA-Fragmente  befinden  sich  also  der 
Anode  am  nächsten.  Am  Ende  werden  die  Moleküle  mit  Ethidiumbromid  gefärbt.  Dieses 





wird  die  Fluoreszenz  vom  Ethidiumbromid  verstärkt,  wodurch  die  DNA-Fragmente  hell 
leuchten. Die Lichtintensität ist proportional zur Menge der Nukleinsäuren.  
Der Marker besteht aus Fragmenten zwischen 100 und 1500 bp und einem 
zusätzlichen Fragment aus 2072bp (der erste stark leuchtende Balken). Die Balken sind in 
Schritten zu je 100 bp angeordnet. Bei 600 bp ist der Balken verdickt. Anhand des Bildes 




  Abbildung 22 Gelelektrophorese von mexX und rpsL                                                                                                         
Das obere DNA-Fragment entspricht dem amplifizierten Genstück von mexX, das untere 














4.1 Diskussion der Resistenzlage, Veränderung der MHK 
Sobald eine chronische Infektion mit Pseudomonas bei cystischer Fibrose vorliegt, ist eine 
Eradikation kaum noch möglich. Das primäre Ziel der antimikrobiellen Therapie ist die Bak-
terienzahl zu vermindern und somit die klinischen Befunde und die Lungenfunktion zu ver-
bessern sowie Lungenschäden zu vermeiden bzw. zu verzögern (Touw et al. 1998). Die Fol-
ge der wiederholten Antibiotikatherapien ist die Ausbildung von Resistenzen, so dass häufig 
Kombinationstherapien aus Aminoglykosid und ß-Laktam-Antibiotikum eingesetzt werden, 
um Resistenzentwicklungen zu minimieren. In vivo weisen dabei Antibiotikakombinationen 
häufig synergistische Effekte auf (Bosso et al. 1991). Der klinische Nutzen dieser Kombina-
tionen  hinsichtlich  Verbesserung  der  Effizienz  und  Reduktion  von  Resistenzen  ist  jedoch 
bislang nicht belegt (MacGowan et al. 1999; Giamarellos-Bourboulis et al. 2003). 
Der Mangel an neu entwickelten Antibiotika in der Behandlung von Infektionen mit multire-
sistenten  gramnegativen  Erregern  hat  ein  wiederauftretendes  Interesse  am  Gebrauch  von 
Colistin bewirkt (Michalopoulos et al. 2005a). Die steigenden Resistenzraten unter gramne-
gativen Bakterien und das Fehlen von alternativen Therapieoptionen führten zum erneuten 
Einsatz dieses Antibiotikums (Linden et al. 2003). Colistin ist ein sehr potentes Medikament 
gegen Pseudomonas und zeichnet sich durch eine niedrige Resistenzausbildung aus. Im Ge-
gensatz zu anderen Antibiotika, wie z.B. Fluorchinolonen, die passiv durch Membrankanäle 
diffundieren müssen, zerstört Colistin direkt die äußere Membran durch Bindung eines posi-
tiv  geladenen  Peptidrings  an  die  LPS,  was  eine  Instabilität  der  LPS  bewirkt  und  Colistin 
somit seine eigene Aufnahme in die Zelle fördert (Behringer 2001).  
Die Wirksamkeit von Colistin gegenüber Pseudomonas aeruginosa insbesondere bei multire-
sistenten Stämmen wurde in einer Vielzahl von klinischen Studien und Fallbeispielen belegt. 
Eine Untersuchung von Michalopoulos zeigte auch bei Patienten ohne CF eine unterstützen-
de  Wirkung  von  inhalativem  Colistin  bei  der  Behandlung  von  nosokomialen  Pneumonien, 
die durch multirestistente gramnegative Bakterien verursacht wurden (Michalopoulos et al. 





Behandlung mit inhalativem Colistin bei Patienten mit nosokomial erworbenen Pneumonien 
durch  multiresistente  Pseudomonas  aeruginosa  innerhalb  von  zehn  Tagen  die  Sputumpro-
ben/BAL steril waren. Bei Patienten mit positiven Blutkulturen, die intravenös mit Colistin 
behandelt wurden, zeigten sich diese binnen drei Tagen negativ (Boubaker et al. 2009).  
Eine weitere klinische Untersuchung wurde auf einer Intensivstation in den USA durchge-
führt.  Colistin  wurde  als  Reservemittel  bei  23  kritisch  kranken  Patienten  mit  Infektionen 
durch  MDR-Pseudomonas  verabreicht.  Ein  Großteil  der  Infektionen  waren  Pneumonien, 
gefolgt  von  intraabdominellen  Infektionen  und  Wundinfektionen.  Zehn  Patienten  erhielten 
eine Colistinmonotherapie, 13 Patienten zusätzlich Amikacin oder ein Pseudomonas-
wirksames ß-Laktam. Bei 14 der 23 Patienten zeigte sich ein positives klinisches Outcome, 
wobei  kein  Unterschied  zwischen  Mono-  und  Kombinationstherapie  zu  verzeichnen  war. 
Colistinresistenzen  wurden  nicht  beobachtet  (Linden  et  al.  2003).  Diese  Ergebnisse  sind 
vergleichbar mit denen von Levin et al., die eine Ansprechrate von 58 Prozent in der Thera-
pie von MDR-Pseudomonas und Acinetobacter mit Colistin erzielten (Levin et al. 1999).  
Untersuchungsgegenstand  dieser  Arbeit  war  die  Wirkung  von  besagtem  Antibiotikum  auf 
die Aminoglykosidresistenz. Hierzu wurde die MHK der Aminoglykoside vor und nach Co-
listineinwirkung miteinander verglichen. Die Bestimmung erfolgte mittels Epsilometerest, da 
dieser  Test  relativ  unempfindlich  ist  und  „vergleichbare  und  gleichbleibende  Ergebnisse“ 
(Blenk et al. 1992, S.131) erzielt. 
Aminoglykoside sind insbesondere bei Lungeninfektionen bei Mukoviszidose häufig einge-
setzte Antibiotika (AWMF 2013, S3-Leitlinie „Lungenerkrankung bei Mukoviszidose“). Sie 
wirken  bakterizid  durch  Hemmung  der  Proteinbiosynthese  und  Fehlablesung  der  mRNA. 
Dies führen sie über eine Bindung an der 30S-Untereinheit herbei, wodurch Initiation und 
Elongation  erschwert  werden  (Oberdisse  2013).  Bei  gramnegativen  Bakterien  wie  Pseu-
domonas  können  sie  aufgrund  ihrer  kationischen  Eigenschaft  mit  den  anionischen  LPS-
Strukturen interagieren und dadurch die äußere Membran destabilisieren, was konsekutiv zu 
einer Lyse der Zelle führt (Kadurugamuwa/Beveridge 1997). Zu den am häufigsten verwen-
deten und bei schweren Infektionen mit gramnegativen Bakterien zugelassenen Aminogly-
kosiden gehören Amikacin, Tobramycin und Gentamicin, die parenteral verabreicht werden. 





insbesondere  bei  der  Behandlung  von  Pneumonien  bei  CF.  Aufgrund  der  schlechten  Lun-
genpenetration, der abgeschwächten Aktivität in Abszessen und dem Auftreten von Resis-
tenzen ist ihre Wirksamkeit in der Monotherapie jedoch fraglich (Carmeli et al. 1999). 
Die in dieser Arbeit untersuchten Pseudomonas-Stämme zeigten sich zu Beginn der Untersu-
chung gegenüber den zuvor genannten Aminoglykosiden resistent. Die Passage mit Colistin 
konnte eine signifikante Reduktion der minimalen Hemmkonzentration der Aminoglykoside 
nachweisen. Bei Amikacin stellte sich eine deutliche Differenz der Mittelwerte der MHK-
Veränderung  von  CF-  versus  Non-CF-Patienten  heraus:  bei  den  Non-CF-Patienten  konnte 
eine  mittlere  MHK-Reduktion  um  Faktor  1,4  ermittelt  werden,  bei  den  CF-Patienten  um 
Faktor 5,75. Insgesamt änderten drei Stämme ihr Resistenzverhalten, zwei Bakterienstämme 
zeigen sich nach Intervention intermediär, ein Stamm sogar sensibel. Ähnlich verhielt es sich 
bei  Gentamicin.  Hier  konnte  eine  mittlere  Reduktion  der  MHK  bei  Non-CF-Patienten  um 
Faktor 2,1, bei CF-Patienten um Faktor 7,7 erzielt werden. Ein Stamm wurde nach Colistin-
passage  intermediär,  ein  Stamm  sensibel  gegenüber  Gentamicin.  Bei  Tobramycin  wurde 
durch Colistinbehandlung das Auftreten von acht sensiblen und drei intermediären Bakteri-
enstämmen dokumentiert. Es gelang eine mittlere MHK-Reduktion bei den Non-CF-
Patienten um Faktor 1,7, bei den CF-Patienten um Faktor 2,8. Diese Differenzen der Mittel-
werte der MHK-Veränderung zwischen CF- und Non-CF-Patienten lassen sich insbesondere 
aufgrund der starken MHK-Reduktion von Stamm 14 erklären. Durch die Bestimmung des 
Medians der MHK-Reduktion werden ähnliche Werte für CF- und Non-CF-Patienten doku-
mentiert (AK 1,5/1,3; GM 2/1,5; TM 2/2), da der Median weniger empfindlich gegenüber 
Ausreißern ist. 
Dieses Resultat bestätigt die Ergebnisse einer retrospektiven Studie aus der Schweiz, in der 
die Wirksamkeit von  Colistin bei insgesamt 56 Patienten mit chronischer Pseudomonasin-
fektion  untersucht  wurde.  Bei  langfristiger  Colistininhalation  konnte  eine  Reduktion  der 
Aminoglykosidresistenz  von  86  Prozent  vor  Colistininhalation  auf  43  Prozent  unter  dieser 
Therapie dokumentiert werden (Tamm et al. 2000). Auch in der TOBI-Studie (Hodson et al. 
2002), die die Wirksamkeit der inhalativen Darreichungsform von Tobramycin und Colistin 
verglich, zeigte sich bei den Patienten, die mit inhalativem Colistin behandelt wurden, ein 





chung noch 27 Prozent eine Tobramycin-MHK ≥ 4 mg/l, wurden danach nur noch 16 Pro-
zent der Stämme gezählt. Die Colistin-MHK verhielt sich stabil. 
In  einer  Untersuchung  von  Pseudomonas-Isolaten  aus  CF-Sputa  wurden  56,7  Prozent  als 
mukoid identifiziert (Burus et al. 1999). Als Ursache der Konversion von nicht-mukoiden in 
mukoide  Phänotypen  wird  eine  Mutation  im  mucA-Gen  angenommen,  die  wahrscheinlich 
als Antwort auf eine Sauerstoffradikalproduktion von Leukozyten im Rahmen der Entzün-
dungsreaktion auftritt (Mathee et al. 1999). Mukoide Phänotypen weisen eine Überprodukti-
on von Exopolysacchariden auf, dem sogenannten Alginat, was wiederum die Bildung eines 
Biofilms bewirkt (Govan/Deretic 1996). Es ist davon auszugehen, dass mukoide Phänotypen 
eine erhöhte Antibiotikaresistenz aufweisen (Pedersen 1992).  
29 Prozent der in dieser Arbeit untersuchten Bakterienstämme von CF-Patienten waren mu-
koid, verloren jedoch diese Eigenschaft während der Colistinpassage. Da die Alginatproduk-
tion ein instabiles phänotypisches Merkmal von Pseudomonas aeruginosa darstellt und bei 
der Subkultivierung häufig verloren geht (Adams et al. 1998), bleibt es Spekulation, ob diese 
Konversion durch die Einwirkung von Colistin induziert wurde. 
Auffällig war bei den Untersuchungen, dass bei einzelnen Stämmen (13,14) erhebliche Un-
terschiede der MHK zwischen Erst- und Reproduktionsversuch bestanden, obwohl sich auf 
die Gesamtheit der Stämme bezogen keine signifikanten Differenzen nachweisen ließen. Ein 
möglicher  Erklärungsansatz  besteht  darin,  dass  insbesondere  bei  chronischen  Infektionen 
Pseudomonas  aeruginosa  in  einer  Vielzahl  verschiedener  Kolonieformen  auftreten  kann 
(Haussler et al. 2003). Im Gegensatz zu den bei akuten Infektionen isolierten monomorphen 
Kolonietypen  von  Pseudomonas  aeruginosa  zeichnen  sich  die  isolierten  Stämme  von  CF-
Patienten durch ein breites Spektrum an Kolonievarianten aus, u.a. mukoide und Zwergenko-
lonien. Andererseits gehören auch unbewegliche, auxotrophe, LPS-fehlerhafte und antibioti-
karesistente Varianten  zu  ihnen  (The  International  Pseudomonas  aeruginosa  Typing  Study 
Group 1994; Govan et al. 1996). Bereits 1998 konnte die Aufspaltung von genetisch glei-
chen Ps. aer.-Stämmen in eine Vielzahl von Untertypen durch Untersuchungen an geteilten 
Standorten  und  deren  Ausbreitung  als  Folge  einer  Anpassung  demonstriert  werden  (Rai-
ney/Travisano 1998). Die Empfindlichkeit gegenüber Antibiotika kann bei Bakterien dessel-





abgeleitete  Konsequenz  ist  die  schwierig  zu  reproduzierende  Empfindlichkeitstestung  ge-
genüber Antibiotika. Es können je nachdem, welche Bakterien getestet werden, unterschied-
liche Resultate erzielt werden. 
4.2 Mex-Pumpen, Veränderungen der Expression   
Um  sich  vor  ungünstigen  Einflüssen  der  Außenwelt zu  schützen,  verfügen  Bakterien  über 
Mechanismen, toxische Komponenten aus der Zelle auszuschleusen. Antibiotika zählen zu 
diesen schädlichen Stoffen, die durch die sogenannten Effluxpumpen aus der Zelle transpor-
tiert werden. Die meisten Gene, die solche Pumpen verschlüsseln, gehören zu den natürli-
chen Bestandteilen der bakteriellen DNA. Einige dieser Gene verfügen über eine relativ hohe 
kontinuierliche Expression und führen so zu einer intrinsischen Antibiotikaresistenz. Es gibt 
jedoch auch Gene, die in Wildtyp-Zellen nicht dokumentiert und erst als Folge von Mutatio-
nen exprimiert werden (Lomovskaya et al. 2001).  
Frühere  Studien  legten  bereits  offen,  dass  der  aktive  Ausschleußmechanismus  durch  die 
MexXY/OprM-Pumpe die Wirksamkeit der Aminglykoside beeinflusst (Aires et al. 1999). 
Wie  in  Abbildung  23  dargestellt,  interagiert  der  RND-Transporter  MexY  mit  dem  Kanal 
OprM  der  äußeren  Membran  und  dem  periplasmatischen  Bindeprotein  MexX,  um  aktiv 
Aminoglykoside  und  andere  Antibiotika  wie  Fluorchinolone,  Makrolide  und  Tetrazykline 









Abbildung 23 Darstellung einer RND-Pumpe, OMF: Kanal der Außenmebran, MFP: Verbindungs-
protein, RND: Transporter der cytoplasmatischen Membran 
Quelle: Keith Poole 2008, Bacterial Multidrug Efflux Pumps Serve Other Functions. Microbe. Volu-
me 3, Number 4:180 (direkte Übernahme). 
MexX und MexY werden durch das mexXY-Gen kodiert. Der OprM-Kanal hingegen wird 
durch ein anderes Gen, das des mexAB-oprM-Operons, verschlüsselt, welches zu einer diffe-
renten  Effluxpumpe  (MexAB-OprM)  gehört  (Li  XZ  et  al.  1995).  Obwohl  die  MexXY-
Proteine in Wildtyp-Bakterien nur in geringem Maße produziert werden, können sie durch 
ihre Interaktion mit OprM zur intrinsischen Resistenz von Pseudomonas aeruginosa beitra-
gen, wenn deren Expression im Rahmen einer Stressreaktion durch Antibiotika hochreguliert 
wird (Masuda et al. 2000b). Die Expression des mexXY-Operons wird induziert, wenn die 
ribosomale Aktivität durch Antibiotika vermindert ist und wenn Mutationen vorliegen (Jean-
not  et  al.  2005;  El’Garch  et  al.  2007;  Caughlan  et  al.  2009).  Lediglich  durch  Antibiotika, 
deren Wirkmechanismus auf der Interaktion mit Ribosomen beruht, wie Chloramphenicol, 





bei die Induktion konzentrationsabhängig ist (Jeannot et al. 2005; Poole 2008). Jeannot et al. 
konnten beweisen, dass die Effluxsysteme auf die ribosomale Störung und nicht auf die An-
tibiotika per se reagieren (Jeannot et al. 2005). Der funktionelle Zusammenhang  zwischen 
Ribosomen und MexXY-OprM wurde teilweise mit der Entdeckung eines Gens (PA5471) 
ersichtlich, welches für die medikamentenabhängige Induktion der mexXY-Expression von 
Nöten  ist.  Es  konnte  dokumentiert  werden,  dass  das PA5471-Gen  durch  dieselben  riboso-
mengerichteten Stoffe induzierbar ist wie die mexXY-Expression (Morita et al. 2006). Mul-
ler et al. konnten darlegen, dass die Inaktivierung von PA5471 zu einer signifikant niedrige-
ren Expression von mexY führte und damit zu einer Sensibilität gegenüber den meisten An-
tibiotika, die durch MexXY-OprM ausgeschleust werden (Muller et al. 2011). Eine Expositi-
on  gegenüber  H2O2  hingegen,  was  während  des  aeroben  Wachstums  und  bei  Infektionen 
durch Immunzellen gebildet wird, begünstigt die Expression von PA5471 und die PA5471-
abhängige MexXY-Produktion. Fraud und Poole deckten eine Induktion der PA5471-
Expression durch die Exposition gegenüber reaktivem Sauerstoff auf, was zu einer MexXY-
abhängigen Aminoglykosidresistenz führt (Fraud/Poole 2011). Möglich ist, dass die mexXY-
Induktion durch reaktiven Sauerstoff (RO) eine Reaktion auf den RO-induzierten Schaden 
darstellt.  Durch  den  hohen  RO-Gehalt  in  den  Lungen  von  CF-Patienten  ist  die  MexXY-
vermittelte Aminoglykosidresistenz unter den Pseudomonas aeruginosa-Stämmen unverhält-
nismäßig hoch (Poole 2008). Unter oxidativem Stress kann Pseudomonas aeruginosa selbst 
unter  Abwesenheit  von  Aminoglykosiden  eine  Aminoglykosidresistenz  entwickeln  (Poole 
2011). 
Dies  ist  ein  Beispiel  dafür,  wie  Umwelteinflüsse  die  Expression  von  Effluxpumpengenen 
begünstigen und somit zu einer Antibiotikaresistenz führen können (Poole 2008). 
Zudem wurde festgestellt, dass eine reduzierte Expression des rplU-rpmA-Operons, welches 
für die ribosomalen Proteine L21 und L27 kodiert, die Expression von mexXY über PA5471 
verstärkt (Lau et al. 2012). 
MexXY-überproduzierende Mutanten mit gesteigerter Resistenz gegenüber Pumpensubstra-





Mutationen im  mexZ-Gen  auf. MexZ  kodiert für ein TetR-like Protein 13, das die mexXY-
Expression stark supprimiert (Matsuo et al. 2004). Eine Inaktivierung des mexZ-Gens führt 
folglich zu einer Hochregulation von mexXY. Smith et al. konnten verdeutlichen, dass Bak-
terienstämme von CF-Patienten am häufigsten Mutationen im mexZ-Gen aufweisen (Smith 
et al. 2006).  
Vogne et al. dokumentierten bei allen von ihnen untersuchten aminoglykosidresistenten Bak-
terienstämmen (CF und Non-CF) eine Überproduktion von MexY. Dabei war eine Hochre-
gulation von mexXY mit einem 2–16 fachen Anstieg der MHK gegenüber Aminoglykosiden 
assoziiert. Zudem wiesen alle aminoglykosidresistenten CF-Stämme Veränderungen im 
mexZ-Gen auf. Weiterführende Untersuchungen, bei denen den Bakterien plasmidgetragene 
mexZ-Gene  inokuliert  wurden,  zeigten  einen  starken  Abfall  der  MHK  mit  Ausnahme  der 
Non-CF-Stämme,  die  bereits  vorher  intakte  mexZ-Gene  hatten.  Daraus  schlussfolgerten 
Vogne et al., dass es neben mexZ noch andere Gensequenzen geben muss, die für die Über-
produktion  von  MexXY  verantwortlich  gemacht  werden  können  und  auch  andere  Mecha-
nismen zur Aminoglykosidresistenz beitragen (Vogne et al. 2004). Eine 2007 veröffentlichte 
französische Studie von El´Garch et al. konnte vier Gene identifizieren, deren Störungen zu 
einer Steigerung der Aminoglykosidresistenz führen. Neben besagter mexZ-Mutation konnte 
aufgezeigt werden, dass eine Suppression des rplY-Gens, welches für das ribosomale Protein 
L25 kodiert, zu einer gesteigerten Expression von mexXY führt. Mutationen im galU-Gen 
beeinträchtigen die antimikrobielle Aktivität von Aminoglykosiden (El´Garch et al. 2007), in 
dem  sie  ihre  Bindung  an  die  Zelloberfläche  kompromittieren  (Kadrurugamuwa/Beveridge 
1993). Mutationen oder der Verlust des nuoG-Gens zeigen einen Einfluss auf die Aminogly-
kosidaufnahme  in  die  Zelle.  Die  verschiedenen  Mechanismen  wiesen  kumulative  Effekte 
bezüglich der Aminoglykosidresistenz auf, mit MHK-Erhöhungen um das 16 bis 64 fache 
(El´Garch et al. 2007). 
Zwischen  mexZ  und  PA5471  konnte  eine  Wechselwirkung  nachgewiesen  werden,  wobei 
durch  PA5471  der  inhibitorische  Effekt  von  mexZ  auf  die  mexXY-Expression  scheinbar 
verändert werden kann (Yamamoto et al. 2009). Frühere Studien zeigten, dass die Induktion 
der mexXY-Expression als Antwort auf ribosomal wirkende Antibiotika abhängig ist vom 
                                                 





PA5471-Genprodukt. Es wurde zudem ersichtlich, dass durch Klonen von PA5471 auch in 
Abwesenheit  von  Antibiotika  die  mexXY-Expression  begünstigt  wird.  Daraus  wurde  ge-
schlussfolgert, dass die Induktion von mexXY aus der Induktion von PA5471 resultiert. Hay 
et al. konnten darlegen, dass das Vorhandensein von PA5471 für die Induktion der mexXY-
Expression durch Antibiotika nur bei Bakterien erforderlich ist, die mexZ exprimieren. Dar-
aus  entstand  die  Annahme,  dass  PA5471  ausschließlich  als  Gegenspieler  von  mexZ  dient. 
Das Gen wurde demnach als armZ (anti-repressor mexZ) bezeichnet. Mutationen im armZ-
Gen bewirken Beeinträchtigungen in der Wechselwirkung von mexZ und ArmZ. Insbeson-
dere bei  Mutationen in  dem  Teil, der  als  mexZ-interagierende  Domäne  ausfindig  gemacht 
wurde, konnte eine reduzierte oder sogar aufgehobene Antimikrobiotika-induzierte mexXY-
Expression dokumentiert werden, die zu einer erhöhten Aminoglykosidempfindlichkeit führ-
te (Hay et al. 2013). 
In dieser Arbeit wurde die mexX-Expression der Pseudomonas-Stämme vor und nach Colis-
tineinwirkung mittels Real-Time-PCR bestimmt, da dies die sensitivste Methode zur Quanti-
fizierung  der  Genexpressionslevel  darstellt  und  sich  durch  gute  Reproduzierbarkeit  aus-
zeichnet (Bustin 2000; Pfaffl et al. 2001). Es konnte ein signifikanter Rückgang der mexX-
Expression nach Colistinzufuhr nachgewiesen werden.  
Ähnlich den Untersuchungsergebnissen von Sobel et al. wurde eine erhöhte mexXY-
Expression der resistenten Stämme im Vergleich zum sensiblen Referenzstamm  dokumen-
tiert (Sobel et al. 2003).  
Eine Besonderheit stellt Stamm 14 dar. Bei diesem Bakterienstamm handelt es sich um einen 
der  Stämme  mit  der  stärksten  MHK-Reduktion.  Obwohl  er  anfänglich  resistent  gegenüber 
Aminoglykosiden  war,  zeigte  sich  bereits  vor  Colistinzufuhr  der  Cp-Wert  für  mexX  sehr 
hoch. Daraus ist abzuleiten, dass die Gensequenz von mexX in nur geringem Maße expri-
miert wurde. Nach Colistinpassage ist mexX mittels RT-PCR nicht mehr amplifizierbar (Cp-
Wert  nicht  messbar).  Man  kann  davon  ausgehen,  dass  durch  Colistin  die  Expression  von 
mexX reduziert wurde. Es scheint jedoch, dass auch andere Resistenzmechanismen durch die 





Anhand  der  Untersuchungsergebnisse  besteht  kein  signifikanter  linearer  Zusammenhang 
zwischen dem mexXY-Expressionslevel und der Veränderung der MHK der Aminoglykosi-
de. Es ist anzunehmen, dass auch andere Resistenzmechanismen durch die Colistinpassage 
beeinflusst  wurden  und  so  zu  einer  Reduktion  der  MHK  führten.  Vielleicht  beeinträchtigt 
Colistin  die  Aminoglykosidaufnahme  durch  Veränderungen  im  galU-Gen  oder  nuog-Gen. 
Möglich wäre auch, dass Colistin einen Einfluss auf den OprM-Kanal hat, welcher durch ein 
anderes Gen als mexX und mexY kodiert wird. 
Die Tatsache, dass in früheren Studien selbst nach mexXY-Deletion hochresistente Stämme 
noch  immer  resistent  waren,  macht  es  sehr  wahrscheinlich,  dass  andere  Resistenzdetermi-
nanten den Verlust von MexXY-Pumpen kompensieren können (Sobel et al. 2003). 
4.3 Colistin und Resistenzbildung 
Wenn  auch  Aminoglykoside,  Chinolone  und  ß-Laktam-Antibiotika  ihre  Wirkung  verloren 
haben,  verbleiben  die  Polymyxine  als  Mittel  der  Reserve.  Levin  et  al.  konnten  aufzeigen, 
dass durch den intravenösen Einsatz von Polymyxin E 58 Prozent der Patienten mit Infektio-
nen, die durch multiresistente Ps.aer. und Acinetobacter verursacht wurden, erfolgreich the-
rapiert werden konnten (Levin et al. 1999). 
Colistin  als  Monotherapie  stellt  jedoch  einen  Risikofaktor  für  Resistenzentwicklung  unter 
Therapie dar (Leibovici et al. 1997, Rello et al. 1998).  
Colistinresistenz unter Pseudomonas-Stämmen ist selten, wurde aber schon in einigen Publi-
kationen  bei  systemischer  und  inhalativer  Darreichungsform  beschrieben  (Denton  et  al. 
2002). In der Schweizer Studie von Tamm et al. konnte eine Polymyxinresistenz bei 11 Pro-
zent  der  Patienten  unter langfristiger  Colistininhalation  dokumentiert  werden. Diese  zeigte 
sich jedoch nach einigen Monaten Therapieunterbrechung als reversibel (Tamm et al. 2000). 
In der hier vorliegenden Untersuchung ergab sich nach Colistinpassage kaum eine Änderung 
der MHK von Colistin. Keiner der Bakterienstämme änderte sein Resistenzverhalten gegen-
über  Colistin.  Alle  Stämme  blieben  sensibel  bzw.  intermediär. Jedoch ist  das  Risiko  einer 
Resistenzentwicklung durch kontinuierliche Colistingabe insbesondere bei subinhibitorischer 





Die genauen Mechanismen der Resistenzbildung von Colistin sind noch nicht endgültig er-
forscht.  Studien,  die  polymyxinresistente  Pseudomonas  aeruginosa-Stämme  untersuchten, 
vermuten Veränderungen der Zellwand der Bakterien, wie eine LPS-Reduktion, Lipidverän-
derungen oder eine Reduktion des Magnesium- und Calciumgehalts, die mit der Ausbildung 
von Resistenzen assoziiert sind (Denton et al. 2002). Das Signaltransduktionssystem PmrAB 
konnte  als  unterstützende  Kraft  für  die  Polymxyinresistenz  durch  eine  Modikfikation  der 
LPS-Moleküle identifiziert werden. Durch Neutralisation des negativ geladenen Phos-
phatrestes  des  Lipid  A  wird  das  Eindringen  besagter  Antibiotika  limitiert  (Mc  Phee  et  al 
2003; Mc Phee et al. 2006; Moskowitz et al. 2004). 
4.4 Ausblick 
Um die Selektion von Resistenzen durch Mutationen zu verhindern, ist eine Kombinations-
therapie  verschiedener  Antibiotikagruppen  sinnvoll.  Dabei  sollte  jedoch  bedacht  werden, 
dass  einzelne  die  Effluxpumpen  betreffende  Mutationen  diverse  Antibiotika  wie  z.B.  ß-
Laktam-Antibiotika und Gyrasehemmer beeinflussen können und somit den günstigen Effekt 
von Kombinationen aufheben.  
Im Gegensatz zu Resistenzen durch Mutationen ist das Auftreten von Multiresistenzen durch 
Plasmide  und  Integrine  weniger  vorhersehbar.  Zur  Vermeidung  mutationsbedingter  Resis-
tenz sind Tobramycin und Meropenem die beiden Antimikrobiotika mit der besten Wirkung 
gegenüber Pseudomonas aeruginosa (Livermore 2002). 
 
Neben  der  Verhinderung/Verzögerung  einer  Resistenzentwicklung  ist  ein  weiterer  Vorteil 
der  Kombinationstherapie  der  bestehende  synergistische  Effekt  von  Colistin  mit  anderen 
Antibiotika.  Eine  klinische  Untersuchung,  die  die  Wirksamkeit  von  Colistin  bei  Patienten 
mit  cystischer  Fibrose  und  Exazerbation  einer  chronischen  Lungeninfektion  durch  MDR- 
Pseudomonas aeruginosa überprüfte, konnte eine Überlegenheit einer Kombinationstherapie 
mit antipseudomonal wirksamen Antibiotika gegenüber der Colistinmonotherapie dokumen-
tieren (Conway et al. 1997).  
Die Studie von Bauldoff, auf die bereits in der Einleitung eingegangen wurde, konnte in vivo 





obachtungen. Es konnte bestätigt werden, dass Colistin auch in vitro einen günstigen Einfluß 
auf die Aminoglykosidresistenz hat. Trotz der geringen Fallzahl ist eine eindeutige Tendenz 
zur MHK-Reduktion unter Colistinpassage ersichtlich. Zudem stellte sich heraus, dass dieser 
positive Effekt auch längerfristig, über den gleichzeitigen Einsatz von Colistin hinaus, erhal-
ten bleibt. Dieser Aspekt kommt insbesondere Patienten mit chronischen Erkrankungen wie 
Mukoviszidose  zugute,  da  Aminoglykoside  bei  nachfolgenden  Infektionen  aufgrund  ihrer 
reduzierten MHK nach Aminoglykosid-Colistin-Kombinationstherapie eine Behandlungsop-
tion darstellen. 
 
Die  Gefahr  der  Kombination  besteht  jedoch  in  der  Potenzierung  ihrer  Nebenwirkungen. 
Beim Einsatz von Aminoglykosiden und Colistin kann u.a. deren nephrotoxische Wirkung 
verstärkt werden (Al Aloul et al. 2005). 
In bereits zuvor erwähnter Studie von Muller et al., bei der MexXY-überproduzierende Klo-
ne untersucht wurden, konnten Mutanten identifiziert werden mit intaktem mexZ-Gen und 
erhöhter  Resistenz  gegenüber  Aminoglykosiden,  Fluorchinolonen  und  Colistin.  So  wies 
PAOW2,  ein  ausgewählter  Klon,  eine  mexXY-Überexpression  unabhängig  von  mexZ  und 
PA5471 auf. Auch die Expression von oprD war deutlich reduziert. Lediglich eine einzelne 
Mutation, das ParR-Protein betreffend, welches zum ParRS-zwei-Komponenten Regulator-
system gehört und für die adaptative Resistenz gegenüber polykationischen Antibiotika wie 
Colistin verantwortlich ist, wurde aufgedeckt (Muller et al. 2011). Das ParRS-System ist bei 
gleichzeitiger Präsenz von polykationischen Peptiden für die Aktivierung des LPS-
Modifikationsoperons arnBCADTEF-ugd erforderlich (Fernandez, 2010). Durch Exposition 
von  Colistin  gegenüber  Wildtyp-Bakterien  zeigte  sich  eine  gesteigerte  mexXY-  und  redu-
zierte oprD-Expression via ParRS, unabhängig von PA5471. Zusammenfassend ergab diese 
Untersuchung,  dass  polykationische  Antibiotika  durch  die  Aktivierung  von  ParRS  die  Ex-
pression  von  pmrAB,  arnBCDTEF-udg  und  des  mexXY-Operons  vorantreiben  und  die 
Downregulation des oprD-Gens bewirken können (Muller et al. 2011). Dieses Ergebnis steht 
in Widerspruch zu den Resultaten in der hier vorliegenden Arbeit, wonach sich nach Colis-
tinpassage eine signifikante Reduktion der mexX-Expression nachweisen ließ. Ein möglicher 
Erklärungsansatz dieser Diskrepanz ist die zeitlich geringe Einwirkung von Colistin auf die 





zu bewirken. Um einen möglichen Zusammenhang zwischen MHK-Reduktion und mexX-
Expression  besser  zu  beurteilen,  ist  eine  Wiederholung  des  Versuchsaufbaus  mit  größerer 
Fallzahl und einer Colistinzufuhr über einen längeren Zeitraum sinnvoll. 
Langfristig  ist  neben  der  Optimierung  bereits  vorhandener  Behandlungsoptionen  die  Ent-
wicklung von neuen antipseudomonalen Medikamenten erforderlich. MexXY stellt dabei ein 
potentielles  Ziel  für  neue  Anti-Pseudomonas-Therapeutika  dar.  Die  wenigen  neuen  Pseu-
domonas-wirksamen Antibiotika, wie BAL30072 (Siderophore-monobactam Hybrid), CXA-
101  (Cephalosporin),  ME1071  (Metallo-ß-Laktamase-Inhibitor)  zeigten  negative  Auswir-
kungen auf die bekannten Resistenzmechanismen (Page/Heim 2009). Aufgrund eines Man-
gels an klassischen Antimikrobiotika werden nun neue antipseudomonale Strategien entwi-
ckelt. 
Lomovskaya  et al.  konnten  aufzeigen,  dass  der  Einsatz  von  nicht-spezifischen Effluxpum-
peninhibitoren wie Phenylalanin-Arginyl-ß-Naphthylamid (PAßN, MC-207,110) eine signi-
fikante Reduktion der intrinsischen und erworbenen Resistenzlevel gegenüber Gyrasehem-
mern bewirkt sowie ein vermindertes Auftreten von Pseudomonas aeruginosa-Stämmen, die 
resistent gegenüber Fluorchinolonen sind (Lomovskaya et al. 2001). Über eine kompetitive 
Hemmung mit Antibiotika an den Effluxpumpen wird die intrazelluläre Antibiotikakonzent-
ration  erhöht  und  somit  die  antimikrobielle  Aktivität  wiederhergestellt.  Interessanterweise 
antagonisiert Phenylalanin-Arginyl-ß-Naphthylamid die Aktivität von Aminoglykosiden, 
wie Amikacin (Mao et al. 2001). Gleichsam hemmt es jedoch die MexXY-vermittelte Ami-
noglykosidresistenz (Mesaros et al. 2007). Der Vorteil der Effluxpumpeninhibitoren (EPI) ist 
die Erschwernis der Ausbildung einer Resistenz ihnen gegenüber. Der Nachteil jedoch be-
steht in ihrer toxischen Wirkung, die ihren klinischen Einsatz bislang einschränkt (Askoura 
et al. 2011). Der Effluxpumpeninhibitor MP 601384, der spezifisch auf die Aminoglykosid-
ausschleusenden  RND-Effluxkomponenten  wirkt,  ist aktuell  der  einzige  MexXY-Inhibitor, 
von dem berichtet wurde (Jassem et al. 2011). 
Die  Wirkung  eines  anti-Pseudomonas  aeruginosa  Fab-Antikörperfragments,  KB001,  wird 
aktuell  noch  in  klinischen  Studien  geprüft  (Page/Heim  2009).  Auch  die  Phagentherapie 
(Wright  et  al.  2009)  und  die  Entwicklung  von  Virulenzmodulatoren  (Veesenmeyer  et  al. 





Weitere Forschungsansätze könnten in der Entwicklung von Medikamenten liegen, die die 
Interaktion von mexZ und ArmZ stören oder die Expression des OprM beeinflussen und so 
der  zunehmenden  Resistenzausbildung  entgegenwirken.  Eine  weitere  Therapiemöglichkeit 
bestünde in der Entwicklung von Substanzen, die die PA5471-Expression hemmen oder das 
ParRS-Systems beeinflussen.                                                                
Da in dieser Arbeit keine Korrelation zwischen dem mexX-Expressionslevel und dem Aus-
maß der Veränderung der MHK nachweisbar war, ist anzunehmen, dass noch weitere Resis-
tenzmechanismen  durch  Colistin  beeinflusst  werden  und  somit  für  die  MHK-Veränderung 
verantwortlich gemacht werden können. Welche Mechanismen die Reduktion der minimalen 
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Die  pulmonale  Infektion  mit  Pseudomonas  aeruginosa  gilt  als  die  Hauptursache  für  Mortalität  und 
Morbidität  bei  cystischer  Fibrose.  Da  nur  eine  begrenzte  Anzahl  von  wirksamen  Antibiotika  zur 
Verfügung steht und sich dieser opportunistische Erreger durch eine Vielzahl von 
Resistenzmechanismen  auszeichnet,  stellt  dieses  gramnegative  Bakterium  jedoch  auch  für  Patienten 
ohne  Mukoviszidose  eine  Bedrohung  dar.  Neben  dem  Einsatz  von  Reserveantibiotika  werden  auch 
Kombinationstherapien verschiedener Antibiotika durchgeführt, um Infektionen erfolgreich zu 
behandeln.  Vorherige  klinische  Arbeiten  erbrachten  bereits  eine  positive  Wirkung  der  Kombination 
von Colistin und Aminoglykosiden. Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, inwieweit Colistin eine 
Auswirkung auf die minimale Hemmkonzentration von Aminoglykosiden hat. Zudem wurde getestet, 
ob  Colistin  Einfluß  auf  die  Expression  des  mexXY-Gens  hat,  deren  Genprodukt  wesentlich  für  die 
Aminoglykosidresistenz verantwortlich gemacht wird. Es wurden 25 Pseudomonas aeruginosa-
Stämme,  die  gegenüber  Amikacin,  Gentamicin  und  Tobramycin  resistent  waren,  untersucht:  17  der 
Stämme  wurde  von  Patienten  mit  cystischer  Fibrose isoliert,  8  Stämme  von  Non-CF-Patienten.  Die 
Bestimmung  der  minimalen  Hemmkonzentration  erfolgte  mittels  Etest®  vor  und  nach  zweimaliger 





allen  drei  getesten  Aminoglykosiden,  wobei  keine  Unterschiede  zwischen  einfacher  und  zweifacher 
Passage  zu  verzeichnen  waren.  Anschließend  wurde  die  mRNA  der  einzelnen  Stämme  in  der  log-
Phase isoliert und im Sinne einer Two-Step-PCR zunächst in cDNA umgeschrieben und diese danach 
mit Hilfe der Real-Time-PCR amplifiziert. Die Ergebnisse wurden als relative cDNA-Konzentration, 
bezogen auf einen Kalibrator und ein Referenzgen, dargestellt. Nach der Colistinpassage zeigte sich 
hierbei  eine  signifikante  Reduktion  des  Expressionslevels  des  mexX-Gens.  Es  konnte  jedoch  keine 
signifikante  Korrelation  zwischen  dem  Expressionslevel  und  der  Ausprägung  der  Veränderung  der 
MHK nachgewiesen werden. Schlußfolgernd ist davon auszugehen, dass auch andere 
Resistenzmechanismen durch die Colistineinwirkung beeinflusst werden. Es sind daher weitere 
Untersuchungen  notwendig,  um  zu  klären,  welche  Mechanismen  in  welcher  Form  beeinträchtigt 
werden.  Was  durch  diese  Arbeit  jedoch  belegt  werden  konnte,  ist  der  Nutzen  der  Aminoglykosid-
Colistin-Kombinationstherapie. Da Colistin die MHK von Aminoglykosiden reduziert, ist sowohl eine 
frühzeitige Kombination, um die Ausbildung einer Aminoglykosidresistenz zu vermeiden, als auch der 
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7.1 Gensequenzen der mexX-und rpsL-Region sowie die der zugehörigen 






















































7.2 NCCLS-Richtlinien zur Resistenztestung von Mikroorganismen, USA, 
DIN 58940 
 
Amikacin > 16 resistent 
Gentamicin >   4 resistent 
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